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ANWEISUNGEN 
ZUR 
ABFASSUNG VON MANUSKRIPTEN 
, FUR 
HOPPE-SEYLER’S ZEITSCHRIFT 


FUR PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 


WALTER DE GRUYTER & CO., BERLIN 


A. ALLGEMEINE HINWEISE 


Die Zeitschrift bringt Experimentalarbeiten aus den Gebieten der Biochemie und 
physiologischen Chemie, rein theoretische Abhandlungen nur in seltenen Ausnahme- 
fallen. 


Vorausgesetzt wird, daB die Arbeiten noch nicht verdéffentlicht sind, daB der Autor 
das Urheberrecht besitzt (dieses geht bei Annahme der Arbeit an den Verlag Walter 
de Gruyter iiber) und daB der Vorstand des Instituts bzw. Betriebes, in dem die 
Untersuchungen durchgefiihrt wurden, die Genehmigung zur Verdffentlichung 
erteilt hat. . 

Mangelnde Sorgfalt in der Ausarbeitung der Manuskripte verzogert die Ver- 
éffentlichung. Arbeiten, die stark von den hier gegebenen Richtlinien abweichen, 
miissen dem Autor zur Umarbeitung und Neuschrift zuriickgereicht werden. 








_ 


B. MANUSKRIPTGESTALTOUNG 


. Die Manuskripte sollen in Maschinenschrift mit Zweizeilenabstand und 


mit Rand fiir die Bemerkungen der Redaktion einseitig auf fortlaufend nume. 
rierten Blattern (Format DIN A 4) geschrieben sein und im Original, nicht als 
Durchschlag oder Photokopie, eingereicht werden. Formeln, Gleichungen und 
Symbole schreibe man so deutlich, da sie auch fiir den Setzer ohne Schwierigkeit 
lesbar sind. Es wird gebeten, handschriftliche Zusétze und Korrekturen in der 
Reinschrift méglichst zu vermeiden. 


. Der Umfang der Arbeiten soll der Bedeutung der Ergebnisse angepaBt sein, 


Die Autoren werden gebeten, sich der kiirzesten Ausdrucksweise zu bedienen 
und Wiederholungen zu vermeiden. Vorliufige Mitteilungen diirfen nicht 
mehr als 4 Seiten im Kleindruck betragen; sie werden bevorzugt bearbeitet 
und am SchluB des nachsterreichbaren Heftes gebracht. 


. Erwiderungen auf Arbeiten anderer Autoren bitten wir besonders kurz und 


sachlich abzufassen. Erérterungen polemischen Inhalts lassen sich haufig durch 
personlichen Meinungsaustausch der Autoren untereinander vermeiden. 


. Beziiglich der Nomenklatur und der Abkiirzungen halte man sich an die 


Empfehlungen der Biologisch-Chemischen Section der Nomenklaturkommis. 
sion der Internationalen Union fiir Reine und Angewandte Chemie (IUPAC), 
die ,,Richtsatze fiir die Benennung anorganischer Verbindungen der Internat. 
Union fiir Chemie‘‘ (Chem. Ber. 92, XLVII [1959]) und an Beilsteins Hand- 
buch der organischen Chemie, 4. Auflage. Substanzen mit OH-Gruppen werden 
als Hydroxy-Verbindungen (nicht als Oxy-Verbindungen) bezeichnet, dehy- 
drierende Enzyme als Dehydrogenasen (nicht Dehydrasen). 

Fiir die Rechtschreibung ist ,,lansen/Mackensen, Rechtschreibung der tech- 
nischen und chemischen Fremdworter*‘‘ maSgebend. Haufig vorkommende 
Abkirzungen sind auf S. V ff. dieser Anweisung zusammengestellt. 


. Bei der Abfassung der Manuskripte richte man sich in der 4uBeren Form und 


Gliederung nach vergleichbaren Beispielen friiher in dieser Zeitschrift er- 
schienener Beitrage. Man verfahre in dieser Reihenfolge: 


a) Titel der Arbeit, méglichst pragnant geformt 

b) Autorennamen 

c) Name und Ort des Instituts bzw. Laboratoriums 

d) freie Zeile fiir das Eingangsdatum bei der Schriftleitung 

e) eigentlicher Text der Arbeit, und zwar zweckmaBig gegliedert in eine — ohne 
besondere Uberschrift versehene — Einleitung, die die Problemstellung ent- 
halt, ,,. Methodik“‘, ,,Ergebnisse“‘, ,, Diskussion‘‘. Oft, vor allem bei Arbeiten, 
bei denen das Schwergewicht auf chemischen Untersuchungen liegt, geniigt 
die besonders bewahrte Gliederung in einen allgemeinen und einen experi- 
mentellen Teil (,,Beschreibung der Versuche‘‘) 

f) kurze Zusammenfassung der Arbeit 

g) Name und Anschrift des federfiihrenden Autors. 


. Die Einleitung soll den Zweck der Untersuchungen und die Beziehungen zu 


anderen Arbeiten auf dem behandelten Gebiet angeben; ausfihrliche Literatur- 
iibersichten sind aber zu vermeiden. Die angefiihrte Literatur ist besonders 
sorgfaltig auszuwaihlen; es wird erwartet, daB sie im Original eingesehen 


* VDI-Verlag, Diisseldorf; Verlag Chemie, Weinheim/BergstraBe. 
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worden ist; andernfalls ist anzufiigen: ,,zit. nach ... “. Oft kann an Stelle 
von umfangreichen Wiederholungen auf friihere Literaturzusammenfassungen 
verwiesen werden. Die zitierte Literatur erscheint auf der gleichen Seite als 
FuBnote; deshalb ist haufig die Nennung der Autorennamen oder Jahreszahlen 
im Text iiberfliissig. 

Die kurze Vorwegnahme der Ergebnisse erleichtert dem Leser oft das Ver- 
standnis. 


. Der allgemeine Teil der Arbeit soll nur die kurze Begriindung und die 


Ergebnisse der Versuche enthalten. Diese werden meist durch Tabellen oder 
Abbildungen dargestellt. Es wird gebeten, deren Zahl auf das unbedingt er- 
forderliche MaB einzuschranken. Oft kénnen die Ergebnisse durch Anwendung 
statistischer Methoden (Angabe von Mittelwert, Standardabweichung und 
Zahl der Versuche) kiirzer und iibersichtlicher dargestellt werden. Bei physio- 
logischen Reihenversuchen muB dargetan werden, dab die Ergebnisse statistisch 
gesichert sind. Die Feststellung eines signifikanten Unterschiedes zwischen den 
Mittelwerten zweier Versuchsgruppen ist durch Angabe der Wahrscheinlichkeit 
p zu erganzen. 

Nur in seltenen Ausnahmefiallen, wenn besondere Griinde dafiir vorliegen, diirfen 
die gleichen Daten sowohl in Tabellen- als auch in Kurvenform dargestellt 
werden. Tabellen und Abbildungen sind mit Legenden zu versehen, so dab die 
Ergebnisse auch ohne Zuhilfenahme des Textes ersichtlich werden. Es wird 
gebeten, die Legenden nicht zu unterstreichen und die Abbildungslegenden 
nicht auf die Abbildungen selbst zu schreiben, sondern den Manuskripten 
auf besonderem Blatt beizugeben. Alle MaBeinheiten miissen klar angegeben 
sein. Zur Verméidung groS8er Stellenzahlen kénnen die Werte mit Potenzen 
von 10 multipliziert werden. Dabei mu8B der darzustellenden GrdBe die 
Potenz von 10 vorangestellt werden, mit welcher der Wert multipliziert 
wurde. Die Dimension, in der die GréBe auszgedriickt wird, darf nicht mit 
einer Potenz von 10 multipliziert werden. Beispiele: 


2° unter der Rubrik 10° c(Mol/l) bedeutet: ¢ = 2 x 10°&m; 

»2°* unter der Rubrik 107? Z bedeutet: H = 2000; 

»»2°* unter der Rubrik 10-2 (1/[S](l/Mol) bedeutet: die reziproke Substrat- 
konzentration 1/[S] = 200 l/Mol (bei graphischen Darstellungen nach 
Lineweaver und Burk). 


Da die Abbildungen in der Regel fiir die Herstellung von Strichatzungen 
umgezeichnet werden, geniigt die Einreichung klarer, leicht lesbar beschrifteter 
Zeichnungen auf mm-Papier (Me8punkte einzeichnen!). Sie miissen minde- 
stens so groB sein, da8 sie auf 1/, oder 1/, verkleinert werden kénnen. In be- 
sonderen Fallen (z. B. Chromatogramme oder Pherogramme, bei denen die 
relativen Intensititen der Flecken wesentlich sind) konnen Autotypien ge- 
bracht werden; es sind dann VergréBerungen der Photographien auf weiem 
Hochglanzpapier ohne Eintragungen einzureichen. Letztere sind auf einer 
gesonderten Skizze zu machen. 

Infrarot- und Ultraviolett-Spektren sollen nur gebracht werden, wenn 
neue Beziehungen zwischen Molekiilbau und spektroskopischen Eigenschaften 
aufgezeigt werden oder wenn es sich um besonders wichtige, erstmalig dar- 
gestellte Verbindungen handelt. Die Wiedergabe kann nicht erfolgen, wenn sie 
lediglich als Hilfsmittel zur Identifizierung oder Charakterisierung einer Ver- 
bindung dienen sollen; hier geniigt die Beschreibung der Lage der Maxima bzw. 





10. 


11. 





* Verlag Chemie, GmbH, Weinheim/BergstraBe; Akademie-Verlag, Berlin. 





der Hauptbanden. Es ist empfehlenswert, die Maxima bei der Beschreibung der 
Verbindungen im Versuchsteil auch dann anzugeben, wenn die Spektren ab. 
gebildet werden. 

Die Vorlagen fiir die IR-Spektren kénnen im Original oder in Form von etwa 
18—20 cm breiten Photos der Originalspektrogramme (bei einem MeBbereich 
von 2—15 mu) eingereicht werden, mit deutlicher Netzeinteilung fiir den 
Zeichner. Die Ordinaten sollen in % Durchlassigkeit oder in Extinktionen 
E = log I,,/I geteilt sein; auf der unteren Abszisse sind die Wellenlangen in y, 
auf der oberen Abszisse die Wellenzahlen in cm~-! abzutragen. 


Wenn die Ergebnisse in einem gesonderten Abschnitt (,,Diskussion‘) be. 
sprochen werden, so muB sich dieser auf das Wesentliche beschrinken; die 
Diskussion soll nicht die Ergebnisse wiederholen. Unbegriindete Hypothesen 
sind zu vermeiden. 


. Der experimentelle Teil wird bei Stoffwechseluntersuchungen (unter 


»,Methodik‘‘) besser vor, bei praparativen, analytischen oder methodischen 
Arbeiten zweckmaBig nach dem allgemeinen Teil gebracht. Hier sollen die Vor. 
schriften in knappem aber nicht im Telegrammstil so wiedergegeben werden, 
daB danach gearbeitet werden kann. Selbstverstandliche Einzelheiten allgemein 
bekannter Verfahren sind wegzulassen. 

Konzentrationsangaben miissen eindeutig sein: Es ist streng zu unter. 
scheiden, ob bei den Ansaétzen molare Konzentrationen (Mol/l = m, z. B. 0,25m, 
nicht m/4) oder zugesetzte Mengen (z. B. in Mol, mMoI oder uMol) angegeben sind. 
Die Analysen bitten wir entsprechend folgendem Beispiel anzugeben (bitte 
die Zahl der Dezimalstellen beachten!): 


C,oH,,N;0,;P, (507,2) Ber. C 23,68 H3,18 N13,81 P 18,32 
Gef. C 23,66 H3,20 N13,77 P 18,19 


Ein- und Auswaagen bei Analysen werden nur in besonderen Fallen (bei 
wichtigen neuen Naturstoffen, bei wenig Substanz und neuen Analysen- 
Methoden) gebracht; bei mehreren Bestimmungsméglichkeiten wird zweck- 
maBigerweise das Verfahren angegeben (z. B. bei Methoxyl-Bestimmungen). 


Danksagungen bringe man méglichst nicht als FuBnoten sondern in einem 
besonderen Abschnitt am Schlu8 des allgemeinen Teils. 


Die Ubersetzung der Zusammenfassung la8t die Redaktion nur durch Fach- 
kollegen mit englischer Muttersprache vornehmen; sprachliche Korrekturen 
durch die Autoren sind deshalb nicht nétig. 


. Die Literaturzitate sind als FuBnoten in der Reihenfolge der Zitierung fort- 


laufend numeriert zu bringen. Bei Fortsetzungen ist die vorangegangene Arbeit 
als FuBnote 1 zu zitieren. Mehrere gleichzeitig angefihrte Zitate sind unter 
einer Nummer zusammenzufassen, soweit nicht einzelne davon spater noch- 
mals zitiert werden. Man verwende die im Chemischen Zentralblatt gebrauch- 
lichen und in ,,Periodica Chimica‘‘* zusammengestellten Zeitschriftenab- 
kiirzungen. Die Abkiirzungen haufig zitierter Zeitschriften sind am Schlu 
dieser Anweisung (S. VI ff.) aufgefiihrt. Beim Zitieren von Biichern sollen stets 
auch Name und Sitz des Verlages sowie das Erscheinungsjahr genannt werden. 
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Curie, Millicurie usw. = C, mC, wC 


kiirzungen verzichtet werden. 





Beispiele: 

1 VI. Mitteil.: R. Schneider, diese Z. 294, 74 [1953]. 

2 §. Blacku. N. G. Wright, Federation Proc. 15, 222 [1956]; J. biol. Chemistry 
221, 171 [1956]; S. Black u. G. R. Brown, ebenda 226, 15 [1957]. 

3 H.G. Wood u. H. Gest in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in 

Enzymology III, S. 285, Academic Press, New York 1957. 


Die angefiihrte Literatur ist im endgiiltigen Manuskript an Hand des 
Originals auf sachliche Richtigkeit und Fehlerfreiheit der bibliographischen 
Daten zu priifen. 


. Zar Korrektur erhalt der Autor zwei Fahnen und das Manuskript. Die Ver- 


besserungen werden zweckmaBig nach den Korrekturvorschriften im Duden 
(Rechtschreibung der deutschen Sprache) vorgenommen. An die eine Fahne ist 
ein gelbes Deckblatt angeheftet, das u. a. auch zur Sonderdruck-Bestellung dient 
und vom Autor unterschrieben werden soll. Diese Fahne ist mit dem Manu- 
skript und den Andrucken eventuell vorhandener Abbildungen umgehend an 
di¢ Redaktion in Miinchen zu senden. 


C. VERZEICHNIS 
DER ZU VERWENDENDEN ABKURZUNGEN* 


Die Namen chemischer Verbindungen werden gewohnlich ausgeschrieben, z. B. 
Wasser statt H,O, Natriumhydroxyd statt NaOH, Salzsiure bzw. Chlorwasserstoff 
statt HCl; ausgenommen davon sind die Bezeichnungen eingestellter Losungen wie 
nHCl (aber verd. Salzsiure!), 0,ln AgNO, (nicht n/,, AgNO,-Lésung), ferner im 
Versuchsteil bei Darstellungsvorschriften wiederholt gebrauchte Stoffe mit langen 
Namen, wie CCl,, PCl;, P,O,;, LiAIH,, Al,O3. 





molar = Mm 


Abbildung == Abb. Dichte bei 20°, = & 
absolut = absol. bezog. auf Wasser 
Aquivalentgewicht Aquiv.-Gew. von 4° 

itherisch = ather. gesattigt = gesatt. 
Athylalkohol = Athanol Grad Celsius == © 
alkoholisch = alkohol. Gramm, Kilogramm = g, kg, mg, ug 
analytisch = analyt. usw. oder y 
Atmosphiare = at Impulse pro Minute = Imp./Min. 
Atome, isotope = z. B.C, konzentriert = konz. 

Ostron-[16-4C] |  korrigiert = korr. 

Atome, numeriert = z. B. C-5 Kubikzentimeter s. 

(etwa Kohlenstoffatom 5 der Glucose) | Zentimeter 
authentisch = authent. | Liter, Milliliter usw. = 1, ml, pl 
beziehungsweise = bzw. | meta- = m- 
Brechungsindex =n | Methylalkohol = Methanol 
Centimeter s. | mm Druck == Orr 

Zentimeter | Minute(n) = Min. 

| 


* Aus sprachlichen Griinden sollte im allgemeinen Teil manchmal auf Ab- 











VI 


Molekulargewicht 


in g, mg bzw. ug 


Molekulargewicht 
normal (maB- 
analytisch) 


(unverzweigte 
Kette) 

ortho- 

para- 

primar 

Prozent 


Prozent der Theorie 


prozentig 


racemisch 
Relative Wande- 


rungsgeschwindig- 


keit (Papier- 


chromatographie) 


Saure-Exponent 
Schmelzpunkt 
Siedepunkt 

bei 10 Torr 


Hier nicht aufgefiihrte, oft zweckmaéBige Abkiirzungen, z. B. RNS, DNP, werden 
am besten in einer FuBnote am Anfang der Abhandlung erklart. 


HAUFIG ZITIERTER ZEITSCHRIFTEN 


(beziiglich aller anderen Zeitschriften wird verwiesen auf M. Pfliickeu. A. Hawelek, 
»»Periodica Chimica‘*, Akademie-Verlag, Berlin; Verlag Chemie, GmbH, 
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PK 
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symmetrisch 
synthetisch 
Tabelle 
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Umdrehungen pro 
Minute 
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vergleiche 
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waBrig 
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Bd. 318 (1960) 1 


Oxydation des Athylalkohols in isolierter Leber 
und isoliertem Hinterkérper der Ratte 
Von 
Olof Forsander, Niels Riihi und Heikki Suomalainen 
Aus den Forschungslaboratorien des Staatlichen Alkoholmonopois, Helsinki, Finnland 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juni 1959) 


Lundsgaard! hat in seinen Untersuchungen iiber die Rolle der 
Leber bei der Oxydation von Athylalkohol gezeigt, da dieser in der 
Leber nur teilweise in organische Sauren umgewandelt wird, die ihrerseits 
in der Muskulatur weiter oxydiert werden. Die Versuche wurden auf 
indirektem Wege durchgefiihrt, indem bei der kiinstlich durchstrémten 
Katzenleber die Verinderung des respiratorischen Quotienten und der 
Alkalireserve des Blutes als Folge der Alkoholoxydation beobachtet 
wurden. Lundsgaard ging von der Annahme aus, daB der Alkohol in 
der Leber zu Essigsiure abgebaut wiirde. Wir haben experimentell* 
nachgewiesen, daB Athanol unter gewissen Umstanden in der intakten 
Leber Acetessigsiure bilden kann. Diese beiden Saéuren kénnen leicht 
vom extrahepatischen Gewebe verbraucht werden**, 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, in welchem Mafe 
radioaktiv markierter Alkohol sowohl in der Leber als auch im Hinter- 
kérper bei kiinstlich durchstrémten Organen vollstandig zu Kohlen- 
dioxyd und Wasser umgesetzt wird. Zur Untersuchung der Oxydation 
eventuell in der Leber gebildeter Metaboliten im Hinterkérper wurde 
das Athanol enthaltende Blut zuerst durch die Leber und danach 
durch den Hinterkérper perfundiert und die gebildete Menge mar- 
kierten Kohlendioxyds gemessen. 


Methodik 


Leber und Hinterkérper von Albinoratten (Durchschnittsgewicht 250—350 g) 
wurden in situ mittels einer Kreislaufanordnung mit Blut kiinstlich durchstrémt, 
das markiertes Athanol enthielt. Es wurden drei verschiedene Versuchsserien durch- 
gefiihrt: Die erste Serie bestand aus vier Leberdurchstromungen, wobei in zwei 
Fallen Athanol-[1-14C] und in den anderen beiden Athanol-[2-!4C] verwendet wurde. 
In der zweiten Serie wurden vier gleichartige Perfusionen durch den Hinterkérper 
vorgenommen. Vor und nach den Perfusionen wurden Blutproben zur Bestimmung 
des Athanols und der Radioaktivitat des Kohlendioxyds entnommen. In der dritten 
Versuchsserie mit vier Perfusionen wurde die Leber zuerst durchstrémt und das 
Blut nach Filtration durch Watte und Probenahme durch den Hinterkérper eines 


1 KE. Lundsgaard, C. R. Trav. Lab. Carlsberg, Sér. chim. 22, 333 [1938]. 
2 0. Forsander, N. Raiha u. H. Suomalainen, diese Z. 312, 243 [1958]. 
3 A. E. Koehler, E. Hill u. E. Buttenwieser, Federation Proc. 3, 59 [1944]. 
4 N. Blixenkrone-Meller, diese Z. 258, 261 [1938]. 
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2 O. Forsander, N. Raihaé und H. Suomalainen, Bd. 318 (1960) 


anderen Tieres perfundiert. Das bei Sauerstoffsattigung aus dem Blut freigesetzte 
CO, wurde in allen Experimenten nach Miller et al.® beim Durchgang der Gas. 
mischung durch eine mit 1n NaOH beschickte Waschflasche absorbiert. 

Den fiir die Durchstrémungsexperimente verwendeten Ratten wurde bei freiem 
Zugang zu Wasser 45—48 Stdn. vor Versuchsbeginn das Futter entzogen. Unter 
leichter Nembutalnarkose wurde den Spendertieren Blut durch Punktion ent. 
nommen. Als Antikoagulans verwendeten wir Heparin in physiologischer Kochsalz. 
lésung. Pro Versuch wurden etwa 40—50 m/ Rattenblut verwendet. Das Blut wurde 
zur Entfernung kleiner Gerinnsel durch Watte filtriert und mit dem gleichen Vo. 
lumen Ringerlésung versetzt, so da8 der Himatokritwert einen Bereich von 25 
bis 30% erreichte. Das markierte Athanol wurde erst unmittelbar vor Beginn der 
Perfusion dem Blut zugesetzt. 

Zur kiinstlichen Durchstr6mung wurde ein modifizierter Perfusionsapparat 
nach Miller et al.° verwendet, der in einem Thermostaten auf 38° gehalten wurde, 
Die Ratten wurden auf einem Kleintier-Operationstisch befestigt, der ganz in ein 
temperaturkonstantes Bad von physiologischer Kochsalzlésung bei 38° eingetaucht 
war. Zur Sauerstoffsattigung des Blutes wurde eine Gasmischung, enthaltend 50% 
O, und 50% N,, verwendet. 

Bei den Leberperfusionsversuchen war die Vena portae bis zur folgenden 
Einschniirung ihres Astes kaniiliert. Die Vena cava inferior war unmittelbar vor 
den Nieren abgebunden und durch einen Einschnitt im rechten Vorhof kaniiliert. 
Die Periode der Ischimie der Leber wihrend der Operation dauerte zwischen 
5 und 8 Min. Das Blut trat in die Leber bei einem Druck von 25 cm Wassersaule 
ein und die Strémungsgeschwindigkeit durch die Leber schwankte zwischen 
10 und 14 ml/Min. 

Fiir die kiinstliche Durchstr6mung des Hinterkérpers wurde der gleiche Apparat 
angewandt und die Operationstechnik war im Wesentlichen die von Blixenkrone- 
Meller‘ fiir die Katze beschriebene. Der Druck des eintretenden Blutes war dabei 
bei etwa 120cm Wassersiule und die Blutstrémungsgeschwindigkeit zwischen 
6 und 8 ml/Min. 

Der Blutalkohol wurde nach Newman® bestimmt. Das wihrend des Versuchs 
aus dem Blut freigesetzte CO, wurde als Bariumcarbonat gefallt und dessen Radio- 
aktivitat gemessen. Das CO, der Blutproben wurde durch Freisetzen aller im Blut 
gelésten Gase durch 2n H,SO, und nachfolgende Absorption in 1n NaOH bestimmt 
und die Radioaktivitat der Probe gemessen. 


Ergebnisse und Diskussion 


Tab. 1 zeigt, daB nicht nur in der Leber, sondern auch im Hinter- 
korper der Ratten beide C-Atome des Athanols zu CO, oxydiert werden. 
Verschiedene Autoren, die friiher die Oxydation des Alkohols in der 
Muskulatur untersucht haben, sind zu voneinander abweichenden 
Ergebnissen gekommen. In seiner Zusammenfassung aller dieser Ver- 
suche bemerkt Jacobsen’, daf ein Teil der Experimente daraufhin 
deutet, daB die Muskulatur bis zu einem gewissen Grade Alkohol zu 
oxydieren imstande ist. Unsere Versuche ergaben, daB die Oxydations- 
geschwindigkeit vom Alkohol zum Kohlendioxyd in der Leber wie auch 
im Hinterkorper in der gleichen GroéBenordnung liegt. Die Leber be- 
sitzt jedoch eine wesentlich gréBere spezifische se hanna da 
sie viel kleiner ist als der Hinterkérper. 


5 L. L. Miller, C.G. Bly, M. L. Watson u. W.F. Bale, J. exp. Medicine 
94, 431 [1951]. 

6 EK. J. Newman u. H.W. Newman, Stanford Med. Bull. 11, 96 [1953]. 
7 E. Jacobsen, Pharmacol. Rev. 4, 107 [1952]. 
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fab. 1. Oxydation von markiertem Athanol bei Perfusion der Leber und des Hinter- 
korpers der Ratte. Die Radioaktivitat des CO, im Gasraum des Perfusionsapparates 
und im Blut wurde gemessen und der Blutalkoholgehalt bestimmt. 











; of of MG 
Ver- Perfu- -<———e — Bieet 1 idie: 
such wed Perfusion (108 (103 ver- | gefunden 
Nr. (Min ) Imp./Min.) |Imp./Min.) schwunden] als CO, 
. nee P-/®"0-)! in 60Min. |pro60Min. 
Leber 
1 | 52 | mit Athanol-[1-"C] 19 500 274 27 1,6 
2 | 60 | mit Athanol-[1-4C] 19 500 328 25 9 
3 | 60 | mit Athanol-[2-4C] | 24 400 98 27 0,4 
4 30 | mit Athanol-[2-4C] 15 600 47 22 0,6 
Hinterk6érper 
5 | 45 | mit Athanol-[1-"C] 19 500 287 2,0 
6 | 43 | mit Athanol-[1-"C] 14 600 129 1,5 
7 | 45 | mit Athanol-[2-4C] 19 500 90 0,7 
g | 40 | mit Athanol-[2-“C] | 19500 124 0,9 

















In der Leber wird nur ein kleiner Teil des Alkohols vollstandig 
oxydiert; dies geht aus dem Unterschied zwischen der aus dem Blut 
verschwundenen Menge Alkohol und der gebildeten Menge markierten 
Kohlendioxyds hervor. Die Differenz mu8 demnach in Form von 
Abbauprodukten im Blut vorliegen. Die Geschwindigkeit der Alkohol- 
oxydation betrug ungefihr 2/, des fiir intakte Tiere angegebenen Wertes. 


Die Versuche mit kiinstlicher Durchstromung des Hinterkérpers 
gaben auf Grund der Versuchsbedingungen keine Antwort auf die Frage, 
wieviel Alkohol partiell oxydiert wurde. Bei der kiinstlichen Durch- 
stromung diffundiert nimlich der Alkohol zum Teil aus dem zirku- 
lierenden Blut in das umliegende Gewebe. Weil es schwierig ist, diese 
Diffusion genau zu berechnen, hat die Bestimmung der zu einem ge- 
wissen Zeitpunkt im Blut gefundenen Menge Alkohol keinen Wert. 
Da das Volumen der Leber im Vergleich zu der im Umlauf befindlichen 
Menge Blut klein ist, braucht die Diffusion bei der kiinstlichen Durch- 
strébmung der Leber nicht in Betracht gezogen zu werden. Man kann 
jedoch auf Grund friiherer Versuche annehmen, daB die Oxydation 
des Alkohols im Hinterkérper zur Hauptsache vollstindig bis zum 
Kohlendioxyd verliuft. Weiterhin hat Lundsgaard! gezeigt, dab, 
wenn einmal ein Gleichgewicht zwischen den Alkoholgehalten im Blut 
und in der Gewebefliissigkeit eingestellt ist, der Alkoholgehalt in der 
Muskulatur nur langsam fallt. Versuche mit eviszierten Tieren hatten die 
gleichen Resultate®. 

In der Leber ist die Bildung von markiertem Kohlendioxyd aus 
Athanol-[1-4C] drei- bis viermal gréBer als aus Athanol-[2-"C]. Dies 


8 J. A. Mirsky u. N. Nelson, Amer. J. Physiol. 126, 587 [1939]. 
1* 
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stimmt gut mit dem Befund® iiberein, daB die CO,-Bildung aus dem 
C-Atom 1 der Essigsaure rascher verliuft als aus dem C-Atom 2. Auch 
in der Muskulatur finden wir diesen Unterschied in der “CO,-Biidung 
aus den beiden verschieden markierten Alkoholen, hier allerdings nicht 
in so ausgepragtem MaBe. 

Die Muskulatur kann zusitzlich die in der Leber aus Alkohol ent. 
stehenden Produkte weiter oxydieren (Tab. 2). Wenn das Alkoho! ent. 
haltende Blut zuerst die Leber durchstrémte (Vers. 1—4, Tab. 1) und dann 


Tab. 2. Bildung von 14CO, aus markiertem Athanol bei der Hinterkérperperfusion 
der Ratte nach vorhergegangener Perfusion der Leber (das in der Leber gebildete 
14CQ, abgezogen). Markiertes Athanol enthaltendes Blut durchstrémte zuerst die 
Leber (Versuche I—4, Tab. 1) und anschlieBend den Hinterkérper. Die Radio. 
aktivitat des CO, im Gasraum des Perfusionsapparates und im Blut wurde gemessen, 








| Wins Perfu- Verabreichtes| Gebildetes | % MC wieder. 
~ | sions- : Athanol 4CO, gefunden als 
oy zeit Perfusion ue .. (10° CO, pro 
pa" | (Min.) Imp./Min.) | Imp./Min.) 60 Min. 
9 40 | mit Athanol-[1-"C] 19 500 852 6,6 
10 30 mit Athanol-[1-'4C] 19 500 299 3,1 
11 | 45 | mit Athanol-[2-4C] 24 400 478 2,6 
12 45 mit Athanol-[2-44C] 15 600 681 5,8 

















den Hinterkorper eines anderen Tieres, wurde bedeutend mehr markiertes 
Kohlendioxyd gefunden als wenn das Blut allein durch den Hinter- 
k6rper perfundierte. Dies mu8 bedeuten, daB in der Leber solche Stoff- 
wechselprodukte entstehen, die von der Muskulatur verwendet werden 
k6énnen, wie z. B. Essigsiure*; in welchem Mae diese von der Leber 
oxydiert werden kann, ist nicht bekannt. Acetessigsiure und B-Hydroxy- 
buttersiure, welche aus dieser entstehen kann, k6nnen beide fiir die 
Energieproduktion der Muskulatur Verwendung finden’, wahrend sie 
in der Leber nicht oxydiert werden'®. Der Abbau der ganzen, wahrend 
der vorhergehenden Perfusion der Leber gebildeten Metabolitmenge zu 
Kohlendioxyd kann wahrend der nachfolgenden Hinterkérperperfusion 
nicht vollstandig durchgefiihrt werden. DaB die Oxydation der Meta- 
boliten verzégert verliuft, ist aus den Versuchen am intakten Tier gut 
bekannt. Bartlett und Barnett" fanden, daB ihre -Versuchstiere 
immer noch “CO, ausatmeten, obwohl aller verabreichte radioaktiv 
markierte Alkohol aus dem Blut verschwunden war. Casier zeigte bei 
Versuchen mit Mausen, da8 die aus Athanol gebildeten Oxydations- 
produkte zu Anfang der Alkoholoxydation sehr schnell anstiegen, 


® KE. O. Weinman, E. H. Strisower u. I. L. Chaikoff, Physiol. Rev. 37, 
252 [1957]. 

10 F, Lynen, U. Henning, C. Bublitz, B. Sérbo u. L. Kréplin-Rueff, 
Biochem. Z. 380, 269 [1958]. 
11 G. R. Bartlett u. H. N. Barnett, Quart. J. Stud. Alcohol 10, 381 [1949]. 
12 H. Casier, Arch. int. Pharmacodynam. Thérap. 100, 175 [1954]. 
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danach aber nur noch langsam. Dies deutet darauf hin, daB die in der 
leber aus Alkohol entstehenden Abbauprodukte in der Muskulatur 
mit ungefahr der gleichen Geschwindigkeit weiteroxydiert werden wie 
sie zugefuhrt werden; andernfalls miiBte die Konzentration derselben 
wuunterbrochen ansteigen. 


Zusammenfassung 


Der Abbau von radioaktiv markiertem Athanol in der isolierten 
leber und im isolierten Hinterkérper der Ratte wurde in einem kiinst- 
lichen Blutkreislauf mittels eines Perfusionsapparates untersucht. 
Beim Durchstrémen der Leber verschwanden in 60 Min. zwischen 
22 und 27% des zugesetzten Alkohols aus dem Blut. Es konnten aber 
nur 0,4—1,7°% als Kohlendioxyd wiedergefunden werden. Bei Perfusion 
des Hinterkérpers wurden in 60 Min. zwischen 0,7 und 2,0°% des Atha- 
nols zu Kohlendioxyd oxydiert. Wenn das Blut zuerst die Leber und 
anschlieBend den Hinterkérper durchstrémte, wurden zwischen 3,0 und 
6,6°/, des Athanols als Kohlendioxyd wiedergefunden. Die in der Leber 
aus Alkehol gebildeten Metaboliten kénnen folglich im Hinterkérper 
weiteroxydiert werden. Aus Athanol-[1-4C] wurde in der Leber wie 
auch im Hinterkérper mehr markiertes Kohlendioxyd gebildet als aus 
Athanol-[2-14C]. 

Summary 


The degradation of radioactive labeled ethanol in the isolated liver 
and hind body of rat has been studied in an artificial circulatory system 
using a perfusion apparatus. During perfusion of liver, 22 to 27°% of the 
added ethanol disappeared in 60 min. Only 0.4 to 1.7% could be 
recovered as carbon dioxide. During the perfusion of hind bodies, 
0.7 to 2% of the added ethanol was oxidised to carbon dioxide in 60 min. 
If the blood was first perfused through the liver and then through the 
hind body, 3.0 to 6.6% of the added ethanol was recovered as carbon 
dioxide. The metabolites of ethanol formed in the liver can be oxidised 
further in the hind body. In both the liver and hind body, more la- 
beled carbon dioxide was produced from ethanol-[1-4C] than from 
ethanol-[2-!4C]. 


Dr. Olof Forsander, Alko, Itamerenkatu 51, Helsinki, Finnland. 
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Die antitryptische, antifibrinolytische 
und antiphlogistische Aktivitat 
natiirlicher Proteasen-Inhibitoren 


Von 


V. Mansfeld, M. Rybak Z. Hordkova und J. Hladovee 


Aus dem Forschungsinstitut fiir Pharmazie und Biochemie und aus dem Institut fiir Hamatologie 
und Bluttransfusion, Prag, Tschechoslowakei 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juli 1959) 


Die Proteasen-Inhibitoren pflanzlicher- und tierischer Herkunft 
sind nicht rein spezifisch gegen ein Enzym gerichtet, sondern hemmen 
mehr oder weniger auch andere Enzyme. Wir haben versucht, die rela- 
tive Aktivitét einer Reihe solcher natiirlicher Inhibitoren gegeniiber 
zwei proteolytischen Enzymen (Trypsin, Fibrinolysin) und gegeniiber 
dem niaher nicht identifizierten Proteasen-System im entziindeten Ge- 
webe zu bestimmen. Die Auslese der aktivsten Inhibitoren kann von 
praktischer Wichtigkeit sein. 


Material und Methodik 


Ovomucoid wurde durch Athanol-Fraktionierung des Eiweifes aus Hiihner- 
eiern bei niedriger Temperatur nach Fredericq und Deutsch bereitet!. 

Der Inhibitor aus Pankreas wurde aus der Mutterlauge nach Kristalli- 
sation des Trypsins durch Fallung mit Magnesiumsulfat isoliert. Die Eiweifstoffe 
wurden dabei mit Trichloressigsiure entfernt und die verbliebenen Polypeptide 
iiber den Inhibitor-Trypsin-Komplex nach Kunitz gereinigt?. 

Inhibitoren aus Sojabohnen, Bohnen, Linsen und Erbsen wurden 
durch Adsorption an Bentonit, Elution mit Pyridin und Fraktionierung mit 
Ammoniumsulfat isoliert*. 

Der Inhibitor aus Kartoffeln vom Typ I wurde nach Fallung des 
alkalischen Kartoffel-Extraktes beim isoelektrischen Punkt durch Fraktionierung 
mit Ammoniumsulfat isoliert*. Der Typ II entstand durch Spaltung und weitere 
Reinigung des Inhibitors I. 

Die Fraktion IV von Humanplasma wurde durch die nach Cohn° 
modifizierte Fraktionierung bereitet. Sie enthalt durchschnittlich 25—30% 
«-Globuline und 40% Albumin. Den Rest bilden £-Globuline und Spuren von 
y-Globulinen. Die Fraktion wurde in physiologischer Kochsalzlésung bei px 7,4 





1 KE. Fredericq u. H. F. Deutsch, J. biol. Chemistry 181, 499 [1949]. 
2M. Kunitz u. J. H. Northrop, J. gen. Physiol. 19, 991 [1936]. 
3 V. Mansfeld, A. Ziegelhéffer, Z. Horadkova u. J. Hladovec, Natur- 
wissenschaften 46, 172 [1959]. 
4 V. Mansfeld, J. Hladovec u. Z. Horakova, Tschechoslov. Pat. 90225. 
4a In Vorbereitung. ; 
5 M. Ryb4k u. J. Rejnek, Ceskoslov. Farmac. 7, 80 [1958]. 
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gelést, der Riickstand entfernt und des Filtrat lyophilisiert. Zur Bestimmung des 
Pasteurisierungseffektes wurde die .1—1,5proz. Lésung 10 Stdn. auf 60° erwarmt 
und die Fallung abfiltriert. i} 

Das Fibrinolysin wurde aus der III. Athanol-Fraktion durch saure und 
alkalische Denaturierung der Ballast-EiweiSstoffe und Ausfallung des durch 
Streptokinase aktivierten Enzyms mit Magnesiumchlorid bei der Ionenstarke 
yon 0,13 und py 6,0 gewonnen®, 

Das verwendete Try psin-Praparat wurde von der Firma Organofarma 
aur Verfigung gestellt. Das Fibrinogen wurde in unserem Laboratorium nach 
Blom back’ isoliert. 

Die antitryptische Aktivitat wurde durch kolorimetrische Messung 
des Cu-Komplexes der Aminosaéuren bestimmt’, die aus 4proz. Casein-Lésung durch 
Trypsin bei py 8,3 und 40° in Gegenwart des Inhibitors nach 30 Min. freigesetzt 
wurden. Vor der Messung wurde das ungespaltene Eiwei8 durch Zusatz einer 
Liésung von CuSO, (0,5m) und H,BO, (0,3m) gefallt, wobei der Kupfer-Komplex 
der freigesetzten Aminosduren in das Filtrat iibergeht. Als Einheit der anti- 
tryptischen Aktivitat dient das mit 100 multiplizierte Gewichtsverhaltnis von 
Trypsin und Inhibitor, bei welchem die Aktivitat zu 50% gehemmt ist. 

Die antifibrinolytische Aktivitat wurde aus der Verlingerung der 

Lysiszeit des Fibrin-Gerinnsels bei 37° bestimmt; das ist die Zeit, die nach Fi- 
brinolysinzusatz verstreicht, bis die Blaschen aus dem unteren Teil des Reagenz- 
glases nach Verfliissigung des Mediums den halben Weg zur Oberflache zuriick- 
gelegt haben. Fibrinolysin und Inhibitoren wurden in 0,05 m Natriumphosphat 
vom pu 7,8, die Plasmafraktion IV in physiologischer Kochsalzlésung vom py 7,4 
gelést. Zur Lysis wurde eine Standardlésung von Fibrinolysin benutzt, die das 
durch Thrombin zum Gerinnen gebrachte Fibrin in 5 Min. zu lésen vermochte. Die 
Inhibitorlésung® wurde bei den Kontroll-Bestimmungen durch Phosphatpuffer 
ersetzt. 
Die experimentelle Entziindung wurde durch subaponeurale Injektion 
einer 10proz. sterilen Kaolinsuspension in die Hinterpfote der Ratten hervorgerufen. 
Die Entziindung wurde dann durch die Messung der Volumdifferenzen der Pfoten, 
der Differenzen im Durchmesser der MittelfuBgelenke und der Differenzen in der 
AbzeBbildung im Vergleich mit der Kontrollgruppe bewertet?®. 

Der Index der Entziindung wurde als Prozent der Verkleinerung der Flache 
ermittelt, welche durch die Kurve der in Istdg. Intervallen gemessenen Odem- 
werte begrenzt wurde. 

Die Inhibitoren wurden 1% Stde. vor der Entziindungsauslésung intraperi- 


toneal verabreicht. 
Ergebnisse 


Bei Bestimmung der antitryptischen Aktivitat der Inhibi- 
toren (Abb. 1) konnte die hohe Wirksamkeit von Ovomucoid (250 E/mg) 
bestatigt werden. Den héchsten antitryptischen Effekt besaB der 
Inhibitor aus Pankreas (500 E/mg). Die Inhibitoren aus Hiilsenfriichten 
(Soja 250 E/mg, Bohnen 160 E/mg, Linsen 150 E/mg, Erbsen 60 E/mg) 
zeigten alle ausgeprigte, jedoch etwas niedrigere Wirkungen. Wahrend 
der Inhibitor I aus Kartoffeln ebenfalls zu dieser Gruppe zahlt (200 E/mg), 


6 M. Rybak, Clinica chim. Acta 4, 310 [1959]. 

7 B. Blomback, Vox Sang. 8, 58 [1958]. 

8 V. Mansfeld u. J. Hladovec, Collect. czechoslov. chem. Commun. 24, 
3807 [1959]. 

9 M. Rybdk u. J. Rejnek, Clinica chim. Acta 4, 364 [1959]. ‘ 

10 Z, Hordkové, O.Némeéek, J.Ctvrtnfk u. J.Mayer, Ceskoslov. 


Farmac. 7, 305 [1958]. 
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Abb. 1. Hemmung des Trypsins (0,5 mg) durch Trypsin-Inhibitoren. 


i= Ovomucoid, 2 = Inhibitor aus Pankreas, 3 = aus Sojabohnen, 4 = aus 
Bohnen, 5 = aus Linsen, 6 = aus Erbsen, 7 = aus Kartoffeln (Typ I), 8 = aus 
Kartoffeln (Typ IT), 9 = Plasmafraktion IV, nativ. 


besa8 der Inhibitor IT, eine viel niedrigere Aktivitat (40° E/mg). Die nicht 
pasteurisierte Plasmafraktion IV zeigte schwache aber noch gut nach- 
weisbare Wirkung, dagegen war die pasteurisierte Fraktion vdllig in- 
aktiv. 

Die antifibrinolytische Aktivitait des Sojabohnen- und be- 
sonders des Pankreas-Inhibitors war héher als die Aktivitat der anderen 
Inhibitoren (vgl. Abb. 2). Ovomucoid beeinfluBte die Lysiszeit iiberhaupt 


Abb. 2. Hemmung des Fibrinolysins durch 
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nicht. Die Plasmafraktion IV zeigte eine viel niedrigere spezifische 
antifibrinolytische Aktivitaét, wahrscheinlich wegen ihres relativ hohen 
Gehaltes an Ballast-EiweiBstoffen. Die 1l0stdg. Erwirmung auf 60° 
fihrt zwar zu einem gewissen Aktivitiitsverlust, der aber im Vergleich 
zu dem der antitryptischen Aktivitiat gering ist. 


Die antiphlogistische Wirkung der Inhibitoren wurde nach 
i. p. Verabreichung von Dosen untersucht, die 20000 antitryptischen 
Aktivitatseinheiten/kg entsprachen. Nur vom Inhibitor aus Erbsen wurde 
mangels Substanz die halbe Dosis verabreicht, wihrend der Inhibitor II 
aus Kartoffeln wegen seiner im Vergleich zur antitryptischen viel 
hoheren antiphlogistischen Wirkung in niedrigerer Dosis appliziert 
wurde. Dieses MiBverhiltnis beider Wirkungen verursacht auch die 
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Sonderstellung des Inhibitors II. Ovomucoid war wieder vollig unwirk- 
sam. Die nicht denaturierte Plasmafraktion zeigte auch eine aus- 
geprigte Wirkung, die durch Pasteurisierung relativ wenig herab- 
gesetzt wurde (vgl. Tabelle). Der Vollstindigkeit wegen verfolgten wir 
auch die Wirkung der nativen IV. + V. Fraktion (78% Albumin, 
10—12°% B-Globulin, 7—9°, «-Globulin), die aber keine nennenswerte 
antiphlogistische Wirkung zeigte. 


Hemmung der durch Kaolin-Injektion in der Hinterpfote von Ratten hervor- - 
gerufenen Entziindung durch Proteasen-Inhibitoren. 

















cae Applikation antitryptische antiphlogist. 
Inhibitor mg/kg Aktiv.-Einh, Index (5,) 

Qvomucoid ...... 80 20000 0 

aus Pankreas ..... 40 20000 28,6 
Sojabohnen .... 87 20000 65,0 
Bohnen ...... 125 20000 46,5 
Progen. ws we 166 10000 30,0 
KartoffelnI .... 100 20000 56,2 
Kartoffeln II... . 30 1200 91,3 
Plasmafraktion IV. 125 2250 40,3 
desgl., pasteuris. . . 125 0 28,4 

Diskussion 


Unsere Versuche zeigen, daB man die untersuchten Inhibitoren 
nach ihrer Spezifitaét in Gruppen unterteilen kann. Ovomucoid ist als 
héchst spezifischer Trypsin-Inhibitor bekannt (Chymotrypsin wird z. B. 
nicht mehr gehemmt), so daB es nicht iiberrascht, daB es weder das 
Fibrinolysin noch die Entziindung beeinfluBt. Dies bestatigt die An- 
nahme, daB die im Entziindungsherd wirksamen proteolytischen 
Systeme, z. B. das Permeabilitaits-Globulin von Wilhelm et al.", nicht 
identisch mit Trypsin sind. Ovomucoid kann iibrigens selbst lokale 
entziindliche Reaktion entfalten. 

Der Pankreas-Inhibitor hemmt in hohem Grade beide proteo- 
lytischen Enzyme in vitro, besonders das Fibrinolysin, wahrend die Ent- 
ziindung nur verhialtnismaBig schwach gehemmt wird. Ahnliche Re- 
sultate haben wir mit dieser Substanz in einer mit Hilfe des Thrombo- 
elastographen erfolgten Studie erhalten!*. Die hohe Wirksamkeit dieses 
Inhibitors 1aBt auf eine physiologische Rolle in der Regulation der 
Fibrinolyse beim lebenden Tier schlieBen. 

Die Proteasen-Inhibitoren pflanzlicher Herkunft mit Aus- 
nahme des Inhibitors II aus Kartoffeln besitzen geringe Spezifitat. 
Alle inhibieren maBig die Trypsin- und Fibrinolysin-Aktivitat sowie 


[1955]. 
12 J. Hladovec, V. Mansfeld u. Z. Hordkovaé, Naturwissenschaften 45, 
575 [1958]. 
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auch die Entziindung; nur der Inhibitor aus Sojabohnen zeigt hihere 
antifibrinolytische Aktivitét. Zu dieser Gruppe gehért auch der In. 
hibitor I aus Kartoffeln (von Eiwei8charakter), auf dessen antiphlogisti. 
sche Wirkung wir schon friiher hingewiesen haben!*. Der Kartoffel. 
Inhibitor II, der im Gegensatz zum Typ I Polypeptid-Charakter be. 
sitzt, unterscheidet sich durch seine spezifische Wirkung von der ganzen 
Gruppe. Er besitzt eine besonders ausgepragte hemmende Wirkung auf 
die Entziindung bei niedriger Hemmung gegeniiber Trypsin und fj. 
brinolysin. 

Die Plasmafraktion IV, in der die plasmatische antiproteo. 
lytische Aktivitét gegeniiber Proteasen konzentriert ist, besitzt im 
Vergleich zu den anderen Inhibitoren eine verhiltnismaBig niedrige 
antitryptische Aktivitét, die durch Pasteurisieren véllig verschwindet. 
Die antifibrinolytische Aktivitaét ist unter Beriicksichtigung des Ge. 
haltes an aktiver Fraktion (etwa 27°, «-Globulin) verhaltnismaBig hoch, 
Besonders auffallig ist aber die antiphlogistische Aktivitit. Nach 
Warmedenaturierung bleibt die antifibrinolytische Wirkung teilweise 
erhalten, ist jedoch dann von anderem Charakter, denn das Eiweif 
wird zum Substrat fiir das Fibrinolysin und es kommt wahrscheinlich zu 
einer Art Substrathemmung. Die antiphlogistische Aktivitat bleibt 
nach Erwarmung im Grunde erhalten, was auf eine gewisse Thermo. 
stabilitat der antiphlogistisch und antifibrinolytisch wirksamen Be. 
standteile hinzuweisen scheint. 

Fir die therapeutische Anwendung scheinen demnach der Pan. 
kreas-Inhibitor als Antifibrinolytikum und der Inhibitor II aus Kar. 
toffeln als antiphlogistisches Agens in Frage zu kommen. Gewisse Hin- 
weise fiir ein weiteres Studium zur Verwendung der Plasmafraktion IV 
sind ebenfalls gegeben. Einige Anzeichen dafiir bietet tibrigens auch 
eine unserer klinischen Studien’*. Mit der klinischen Priifung des In. 
hibitors II aus Kartoffeln haben wir begonnen. 





Zusammenfassung 


Die antitryptische und die antifibrinolytische (in vitro) sowie die 
antiphlogistische (in vivo) Aktivitaét einer Reihe von Proteasen-In- 
hibitoren wurde vergleichend untersucht. Wahrend Ovomucoid als 
spezifischer Trypsin-Inhibitor bestitigt wurde, zeigte der Pankreas-In- 
hibitor die héchste Hemmung beider Enzyme, besonders des Fibrinoly- 
sins. Die Inhibitoren pflanzlicher Herkunft hemmen in allen drei Testen 
maBig, mit Ausnahme des Inhibitors II aus Kartoffeln. Dieser besitzt 
eine verhaltnismaBig hohe antiphlogistische Aktivitét bei minimaler 
antitryptischer und antifibrinolytischer Aktivitaét, was ebenfalls fiir die 
Inhibitoren aus Humanplasma zu gelten scheint. 








18 J. Hladovec, V. Mansfeld u. Z. HordkovA, Experientia [Basel] 14, 146 
[1958]. 
4 J. Koutsky, J. Hladovec u. V. Mansfeld, Gynecologia (im Druck). 
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Summary 


A comparative study has been made of the antitryptic and antifi- 
prinolytic activity in vitro and of the antiphlogistic activity in vivo of 
a series of natural protease inhibitors. While the specific antitryptic 
activity of ovomucoid was confirmed, the inhibitor from pancreas 
showed maximal inhibition of both enzymes, especially of fibrinolysin. 
Vegetable-derived inhibitors, with the exception of the inhibitor IT 
from potatoes, showed a medium inhibition in all three tests. The in- 
hibitor II from potatoes showed a relatively high antiphlogistic with 
minimal antitryptic and antifibrinolytic activity, which also seems to be 
the case for the inhibitors from human plasma. 


Dipl.-Ing. Viktor Mansfeld, Forschungsinstitut fiir Pharmazie und Bio- 
chemie, Prag 12, Kouvimska 17, Tschechoslowakei. 
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Zur Konstitution des Prodigiosins* 
Von 
Alfred Treibs und Roswitha Zimmer-Galler 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juli 1959) 


Als Ergebnis einer Reihe von Arbeiten! zur Aufklarung der Kon. 
stitution des Bakterienfarbstoffs Prodigiosin kamen Wrede und Roth. 
haas zu der Konstitutionsformel I. Die Beweise fiir 3 Pyrrolkerne be. 
ruhen zum Teil auf Methoden, die sich bei der Konstitutionsermittlung 
des Haimins bewihrt hatten. 


nHnCoy i. /OCHs H;C,0,C. CH; 
aces HN 
ql =\gf \—, 
H;C if | N ‘Br 
y, R OH, | CH, YR 
aa III _¢ | 
ae is | | 
I H,C’ \N’ \N7CH, 
; H 


II: R = CO,C,H, 
Ill: R = COCH, 


Die Formel C,,H,;N;0 ergab sich vor allem aus der Zusammen- 
setzung der Salze mit starken Siuren und von Metallkomplexen, wie sie 
von vielen Pyrrolfarbstoffen bekannt sind. Die Gruppenbestimmung er- 
faBte eine Methoxylgruppe und zwei aktive H-Atome. Ring I wurde als 
2-Methyl-3-amyl-pyrrol abgespalten, und zwar durch Destillation mit 
Natronkalk und Zinkstaub, vor allem auch bei der Spaltung mit Jod- 
wasserstoff-Eisessig, der Methode des Hiiminabbaues. Durch Synthese 
ist dieses Pyrrol bestiitigt, ebenso das entsprechende Pyrrolidinderivat, 
das nach der katalytischen Hydrierung des Farbstoffes auf oxydativem 
Weg entstand. Ring II und III wurden durch Oxydation mit Chrom- 
trioxyd zu Maleinimid und Methoxymaleinimid?, Oxydation mit Hydro- 
peroxyd und nachtrigliche Methylierung mit Diazomethan zu Methoxy- 
maleinsiuremethylimid gesichert**. Die katalytische Hydrierung unter 





* Vorgetragen auf dem XVII. Internat. Kongre8 f. Reine u. Angew. Chemie, 
Miinchen, 30. 8.—6. 9. 1959, sowie z. Teil auf der Tagung der Hans-Fischer-Gesell- 
schaft, Miinchen, 20, 9. 1957. 

** Wir konnten Methyl-athylmaleinimid mit Diazomethan nicht am Stickstoff 
methylieren. 

1 a) F. Wrede u. O. Hettche, Ber. dtsch. chem. Ges. 62, 2678 [1929]; 
b) F. Wrede, diese Z. 210, 125 [1932]; c) F. Wrede u. A. Rothhaas, ebenda 215, 
67 [1933]; d) 219, 267 [1933]; e) 222, 203 [1933]; f) 226, 95 [1934]. 

* Synthese: A. Rothhaas, Liebigs Ann. Chem. 501, 295 [1933]. 
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Aufnahme von 7 H, und Oxydation fiihrte neben dem genannten Pyrroli- 
dinderivat aus Ring I zur Oxaminsiure und Bernsteinsiure sowie Prolin 
aus Ring III. Durch Kombination dieser wichtigsten Befunde ergab sich 
die Tripyrrylmethenformulierung I. 

Die schon lange vorher begonnenen Bemiihungen von H. Fischer 
und Mitarbeitern zur Dehydrierung von Tripyrrylmethanen zu den ent- 
sprechenden Methen-Farbstoffen blieben zunichst erfolglos. Erst spiit® 
gelang die Dehydrierung zweier Tripyrrylmethane mit Bleidioxyd und 
Eisessig zu den Tripyrrylmethenen II und III. Wahrend jedoch Salze 
des Prodigiosins purpurrot sind und die Base gelbbraun ist, sind die Salze 
wie auch die Basen dieser T'ripyrrylmethene gelbbraun, ahnlich den Di- 
pyrrylmethenen. Die Bildung von Metallkomplexen wurde nicht nach- 
gewiesen. 

- Durch Vergleich der Absorptionskurven von Prodigiosin mit denen 
von II und III kommen Hubbard und Rimington* zu einer Be- 
stiitigung der Tripyrrylmethenformel. 

Die Untersuchungen iiber Pyrrol-Austauschreaktionen® haben erst 
Klarheit gebracht, warum die Oxydation einer formal als Leukover- 
bindung aufzufassenden Substanz zum Farbstoff so schwer gelingt. 
Die Abspaltung eines Pyrrolkerns zum Dipyrrylmethen unter der Wir- 
kung von Saure ist bevorzugt und verliuft umso leichter, je stirker 
basisch die Pyrrolkerne sind, also je mehr Alkylgruppen sie tragen. Je 
mehr stabilisierende, basizitiitsmindernde Substituenten wie Carbiithoxy-, 
Acetyl-, Halogen- die Pyrrolkerne tragen, desto stabiler ist das Tri- 
pyrrylmethan. 


H + “yo” H H 
HN 
\y/# ss 
H 


Bei Dipyrrylmethanen ist im Gegensatz zu Tripyrrylmethanen der Charakter 
als Leukofarbstoffe viel besser ausgepragt; die alkylsubstituierten Derivate sind 
auBerst autoxydabel zu den Dipyrrylmethenen; weniger sind dies die negativ sub- 


Ny Cy. Bee Ay CBA y7 ~ 
H H H 


3H. Fischer u. K. Gang], diese Z. 267, 201 [1941]. 

4 R. Hubbard u. C. Rimington, Biochem. J. 46, 220 [1950], s. auch O. 
Ehrismann u. W. Noethling, Biochem. Z. 284, 276 [1936]. 

5 A. Treibs, E. Herrmann, E. Meissner u. A. Kuhn, Liebigs Ann. Chem. 


602, 153 [1957]. 
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stituierten. Dipyrrylmethane sind stabil gegen Sauren, die aber die Oxydation 
katalysieren. Tri- und Dipyrrylmethane kénnen durch stark elektrophile Agenzien, 
wie Diazoniumverbindungen gespalten werden®. 

Die Auffindung allgemeiner Synthesen von Tripyrrylmethenen’ aus 
Pyrrolearbonsiure und 2 Moll. Pyrrolderivat oder aus Dipyrrylketon. 
derivat und Pyrrolderivat erméglichte einen genaueren Vergleich mit 
Prodigiosin. In der Farbe stimmen die neugewonnenen Tripyrrylmethene 
mit denen von H. Fischer und Gang] iiberein. Weiterhin wurde der 
Nachweis erbracht, daB «-Tripyrrylmethene Metallkomplexe bilden, diese 
sind jedoch braun, die des Prodigiosins rot. Wenn auch eine groke 
Ahnlichkeit der Absorptionskurven von Prodigiosin mit Dipyrrylme. 
thenen und Tripyrrylmethenen besteht (Abb. 1), so sind die Farbunter. 
schiede gegeniiber Prodigiosin jedoch viel zu groB, um nur durch ver. 
schiedene Substituenten der Pyrrolkerne verursacht zu sein. 
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Abb. 1. Vergleich der Spektren von Prodigiosin mit bekannten Pyrrolfarbstoffen 

in HCl-haltigem Athanol. Prodigiosin: 1, Tris-[2.4-dimethyl-3-carbithoxy-pyrryl- 

(5)]-methen: 2, Bis-[2.4-dimethyl-pyrryl-(5)|-methen: 3, Dipyrryl-hexacyclotri- 
methin IV: 4. 


Prodigiosin gleicht in Farbe und Spektrum viel mehr den Dipyrryl- 
trimethinfarbstoffen, die ebenfalls rote bis purpurrote Salze bilden. Be- 
reits Herrmann hatte die ganz ungewéhnliche Ahnlichkeit mit der 
Absorptionskurve des Bis-[2.4-dimethy]-3-carbithoxy-pyrryl-(5) ]-hexa- 


H,;C,0,C. /CHs H3C. OCs 
as IV 

/\N/ N7CH, 

~~ iiky 


6 A. Treibs u. G. Fritz, Liebigs Ann. Chem. 611, 162 [1958]. 
7 A. Treibs u. K. Hintermeier, Liebigs Ann. Chem. 605, 35 [1957]. 
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cyclotrimethins (IV) erkannt. Prodigiosin kann jedoch keine Dipyrryl- 
trimethin-Struktur besitzen, da diese Farbstoffe aus sterischen Griinden 
keine Komplexe bilden kénnen. Die Tripyrrylmethen-Theorie la8t sich 
durch einfache Vergleichsversuche klar widerlegen. Durch Reduktion mit 
Zinkstaub-Salzsiure wird eine alkoholische Lésung von Prodigiosin ent- 
firbt, durch Autoxydation wird der Farbstoff zuriickgebildet, er besitzt 
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Abb. 2. IR-Spektrum der Prodigiosin-Base (in KBr). 
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Abb. 3. IR-Spektrum des Prodigiosin-perchlorats (in KBr). 


demnach eine siurestabile Leukoverbindung. «-Tripyrrylmethen* wird 
dagegen zur farblosen Leukoverbindung reduziert, dem Tripyrrylmethan, 
das nicht autoxydabel ist, aber durch Siurespaltung zum erwarteten 
und auch isolierten Dipyrrylmethen abgebaut wird. Ein Tripyrrylmethan 
mit den Substituenten des Prodigiosins nach I miiBte besonders siiure- 
labil sein®. Auch die kiirzlich gefundene Kupplungsreaktion mit Diazo- 
niumsalzen verliuft mit Prodigiosin positiv, im Gegensatz zu Tripyrryl- 
methenen®. Die Farbanionbildung mit Natriumamid in Pyridin® ergibt 
maiBige Farbvertiefung. 


* gs, Kurve 2 in Abb. 1. 

8 A. Treibs u. E. Herrmann, Liebigs Ann. Chem. 589, 207 [1954]. Das 
Hauptband des Cyaninfarbstoffes Bis-[1-athyl-benzthiazol-(2)]-trimethin stimmt 
ganz auffallig mit dem des Prodigiosins tiberein. Die kurzwelligen Banden sind 
danach fiir die Charakterisierung ebenso wichtig wie diese ,,Polymethinbande“. 
® A. Treibs u. R. Zimmer-Galler, Liebigs Ann. Chem. 627, 166 [1959]. 
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Vergleich der Eigenschaften des Prodigiosins (1) mit einem Tripyrrylmethen (2)+ 
und Dipyrryl-hexacyclotrimethin IV (3)'!°. In Spalte 4 sind entsprechende Daten 
des Serratins aufgefiihrt. 











1 2 3 4 
Farbe der Salze purpurrot rotorange purpurrot blauviolett 
Farbkation, Amax 535 mu 495 mu 574 mu 558 mu 
log 5,15 4,80 5,05 
Farbe der Base gelborange | gelbbraun farbl. braungelb 
Amax 470 mu Carbinol 
Farbanion tiefrot rotbraun blaugriin 
Komplexe (Cu, Zn, Ni) rot gelbbraun —- rot 
Kupplung mit 
Diazosulfanilsiure + blau > gelb — + blau > gelb] -++ (unter 
Leukoverbindung sdurestabil, | sdurelabil, sdurestabil, | Aufhellung) 
autoxydabel nicht autoxydabel 
autoxydabel 











* Zum Vergleich muB8te das Tris-[2.4-dimethyl-3-carbathoxy-pyrry]l-(5)]- 
methen gewahlt werden. Versuche, Tripyrrylmethene mit z. T. unsubstituierten 
Pyrrolkernen, ausgehend von Pyrrol-carbonsaure-(2) und von Di-[pyrryl-(2) ]-keton, 
aufzubauen, blieben ohne Ergebnis, es wurde nur Verharzung beobachtet. 


Die Widerspriiche werden noch vermehrt durch den Befund des 
IR-Spektrums, wonach im Prodigiosin in Base und Perchlorat eine N-H- 
Bande bei 3,2u auftritt, was fiir ein mit CO assoziiertes N-H oder OH 
sprechen kann. Im Spektrum der freien Base ist die entsprechende 
Bande bei 3,1 w jedoch nur schwach ausgepriigt™! (Abb. 2 und 3). 

Die Tabelle zeigt die wichtigsten Befunde an den drei Verbindungs. 
klassen und dem Serratin (s. 8. 17). 

Die Frage nach der Konstitution des Prodigiosin hat an Interesse 
gewonnen, seit Dietzel!? in Actinomyceten einen Farbstoff fand, der 
wahrscheinlich mit Prodigiosin identisch ist, und in einem anderen 
Stamm einen ahnlichen Farbstoff, der um 5 CH,-Gruppen reicher ist. 
Als Beitrag zur Lésung des Problems wurde zuniichst die Reindarstellung 
des Farbstoffes unternommen und dieser mit synthetisierten Modellfarb- 
stoffen verglichen**. 


Gewinnung von Prodigiosin und Serratin 


Der Farbstoff wurde nach den Angaben von Wrede!® aus selbst- 
geziichteten Bakterien (Bacillus prodigiosus = Serratia marcescens) 


** Anm. b. d. Korr.: Durch oxydativen Abbau des Prodigiosins und des 
Dietzelschen Farbstoffs erhielt R. A. Nicolaus, Neapel (Privatmitt.), Pyrrol- 
dicarbonsaure-(2.5) und 3-Methoxy-pyrroldicarbonsiure-(2.5), was mit der Formel 
von Wrede und Rothhaas ebenfalls unvereinbar ist. 

10 A. Treibs u. E. Herrmann, Liebigs Ann. Chem. 592, 1 [1955]. Die Farb- 
stoffe ohne den isocyclischen Ring verhalten sich ganz ahnlich, das entsprechende 
Pentacyclotrimethin absorbiert viel kurzwelliger (Amax 523 my). 

1 Fiir Aufnahme und Deutung danken wir Herrn Dr. E. Biekert und Fri. 
I. Kéhler vom Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen, herzlich. 

12 K. Dietzel, diese Z. 284, 262 [1949]. 
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isoliert!8. Bei der Kristallisation des Prodigiosin-perchlorates hatten die 
ersten Anteile einen violetteren Farbton und ein schwacheres Ab- 
sorptionsband als spitere Kristallisate. Die gleichen Erscheinungen 
zeigten auch linger aufbewahrte Lésungen. 

Durch Chromatographie der Farbbase an Aluminiumoxyd konnte 
eine orangefarbene Vorfraktion (1), einmal auch ein abweichender Farb- 
stoff (la), abgetrennt werden. In salzsaurer alkoholischer Lésung hat (1) 
Imax 548, 495, 310 my; die rote Farbe des Salzes ist der des Prodigiosins 
sehr ahnlich. Als Hauptfraktion erhailt man Prodigiosin, das auf Alu- 
miniumoxyd orangerot aufzieht, die verdiinnten Lésungen sind gelb. Ein 


—_— A (my) 


Abb. 4. Absorptionsspek- 5 500 400 350 300 250 


tren von Prodigiosin und 
seinen Begleitfarbstoffen, 
in HCl-haltigem Athanol. 
Prodigiosin: 1, Serratin: 
2, Begleitfarbstoff (1): 3, 
Begleitfarbstoff (2): 4. Da 
von den Begleitfarbstoffen 
nur Serratin isoliert wurde, 
sind die Konzentrationen 
nicht bekannt, die Kurven 
geben deshalb nur die Lage 
der Maxima und Minima 
wieder. 





























a... 7. =< 
¥ (em!) —— 


Begleitfarbstoff (2) fallt dann in geringer Menge als orangefarbene Base 
an; die salzsaure alkoholische Lésung ist blauviolett, Amay 528 my. Als 
violettes Adsorbat bleibt ein vierter Farbstoff in etwas gréBerer Menge 
oben in der Saule zuriick ; er liBt sich mit Eisessig eluieren. Im Gegensatz 
zur purpurroten Farbe des Prodigiosins sind die Salze des neuen Farb- 
stoffs, dem wir den Namen Serratin geben, intensiv blauviolett mit 
einem wenig markanten Absorpt.-Band Amax 558 mu (Abb. 4). Auch die 
Absorptionskurve des Hydrobromids, die derjenigen der Base ahnlich 
ist, ist wenig markant. Das Absorptionsspektrum der krist. Prodigiosin- 
base zeigt Abb. 5. 

Serratin bildet sich auch sekundir durch Umwandlung des Pro- 
digiosins und war vor allem in ilteren Priiparaten enthalten, z. B. in 
einem mehrere Jahre alten Perchlorat das wir Herrn W. Siedel ver- 
danken, ebenso in gréBerer Menge in einer 25 Jahre alten Originalprobe 
von F. Wrede. Weitgehende Umwandlung konnte durch Kochen mit 
konz. Salzsiure in alkohol. Lésung erreicht werden. Serratin ist jedoch 


13 Kine Reihe von Reinkulturen verdanken wir Herrn Prof. Dr. P. Hof- 
mann, Dr. W. Biechteler, Frl. M. Schyma vom staatl. Bakteriologischen Insti- 
tut Regensburg, denen auch an dieser Stelle gedankt sei. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 318 2 
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ein natiirlicher Farbstoff, denn auch bei raschester Aufarbeitung lait eg 
sich nachweisen. Kleine Mengen von Serratin im Prodigiosin werden leicht 
iibersehen; die Ergebnisse Wredes werden durch die Auffindung des 
Begleitfarbstoffes wahrscheinlich nicht grundsatzlich betroffen. Serratin 
konnte noch nicht genauer untersucht werden ; die analytische Zusammen. 
setzung entspricht etwa der Formel C,)H, 9N,O, * HClO, (HBr), wonach 
zu vermuten ist, daB es durch Hydrolyse oder Oxydation unter Be. 
teiligung zweier Moll. Prodigiosin gebildet wird. Im Adsorbat auf Alu. 
miniumoxyd muB Salzbildung vorliegen, daher wandert der Farbstoff 
auch nicht mit indifferenten Lésungsmitteln™. Vergleich mitProdigiosin 
s. Tabelle S. 16. 

Bei spektroskopischer Betrachtung einer diinnen Schicht lebender 
Bakterienmasse zwischen Objekttriigern sind die beiden Prodigiosin. 
banden zu sehen. 

—=— Amp) 
500 400 350 300 290 


























5 
© 
g | 
4 ; —— Abb. 5. Absorptionsspek- 
trum der Prodigiosin- 
Base, in NH,-haltigem 
Athanol. 
3 — 
20 gid 40-104 
v(m") 
Bande I Bande II 
524546 483—507 
Bakterienmasse ........ schwach a mu stark ae my 
000 


Prodigiosin in HCl-haltigem Athanol stark 535 my  schwach 498 mu 


Bei gleicher Lage der Banden sind bemerkenswerterweise die Inten- 
sitaten umgekehrt wie in Lésung; Serratin ist nicht zu erkennen. Ad- 
sorbierte Farbstoffe absorbieren allgemein lingerwellig. 

Die bisher stets amorph erhaltene Farbbase des Prodigiosins konnten 
wir nach chromatographischer Reinigung aus konzentrierter tiefbrauner 
aithanolischer Lésung kristallisiert gewinnen. Ihre Zusammensetzung 
Cy9H,;N,0 entspricht der der Salze ; die empirische Formel ist noch nicht 
ausreichend gesichert, da auch wir die Erfahrungen Wredes bestatigen 
kénnen, daB reproduzierbare Analysen nur sehr schwer zu erhalten sind. 


14 Uber heteropolare Adsorption von Farbstoffen an Oberflachen, vgl. 
E. Weitz, Angew. Chem. 59, 164 [1947]; 61, 443 [1949]. 
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Mit den bekannten Analysenwerten ist vielleicht noch eine Formel mit 
(,, vertraglich. Der erhebliche Farbunterschied von Salz und Base muB 
einer konstitutionellen Eigentiimlichkeit entspringen*. 


Vergleich des Prodigiosins mit Modellfarbstoffen 


Auf Grund der Zusammensetzung sind fiir den Molekiilaufbau nur 
mehr wenig Freiheiten der Anordnung gegeben. Die nachstliegenden 
Méglichkeiten wiiren die Annahme eines Tripyrryltrimethins V oder eines 
Tripyrrens VI. 


NH 
if 
N H \NZ \NZ NY \nZ 
H H H 
V VI 


Den Typ V haben wir vor einiger Zeit erhalten und inzwischen mehrere 
Vertreter davon dargestellt?®-!7; diese Farbstoffe sind jedoch violett bis 
violettblau und bilden keine Metallkomplexe, da die Trimethinstruktur 
offenbar so dominiert, daB die formal auch mégliche, komplexbildende 
ebene Dipyrrylmethen-Struktur aus sterischen Griinden nicht ausgebildet 
werden kann. Bei Tripyrryltrimethinen ist danach wie bei Tripyrryl- 
methenen der dritte Pyrrolkern nicht gleichwertig mit den anderen, am 
Modell laBt sich ein dritter Heterocyclus nicht so in der Chromophorebene 
anordnen, daB die drei N-Atome Nachbarstellung einnehmen. 

Bisher waren nur violette Hydroxytripyrrene bekannt. Hydroxy- 
gruppen wirken in Pyrrolfarbstoffen zwar allgemein hypsochrom; trotz- 
dem war es wiinschenswert ein Tripyrren ohne Hydroxygruppe kennen 
zu lernen. Durch Kondensation von «-Brommethyl-pyrrolen bzw. dem 
Chlor- oder Athoxymethylderivat, mit Pyrrolen, die zwei freie «- 
Stellungen besitzen, waren in saurer Lésung Tripyrrane, im Fall von 
Hydroxypyrrolen Dihydroxytripyrrene erhalten worden!®:».< . Mit un- 





* Anm. b. d. Korr.: In der Zwischenzeit stellten -wir fest, daB von R. P. 
Williams und J. A. Green (J. Bacteriol. 71, 115 [1956]; 72, 483, 537 [1956]; 
74, 633 [1957]) iiber die papierchromatographische Trennung des Prodigiosins 
berichtet wurde. 4 Fraktionen wurden beobachtet, die offenbar mit unseren 
ibereinstimmen. Fiir das Hydrochlorid des Prodigiosins (kristallisiert ?) werden 
als Durchschnittswerte von Analysen angegeben: Cl 7,92, N 8,96, Mol.-Gew. 460; 
fiir die offenbar dem Serratin entsprechende Fraktion eines blauen Farbstoffs 
fiir das Hydrochlorid (kristallisiert ?) Cl 4,70, N 9,78, Mol.-Gew. 775. 

15 A, Treibs u. K. Hintermeier, Liebigs Ann. Chem. 592, 11 [1955]. 

16 A, Treibs u. E. Herrmann, Liebigs Ann. Chem. 592, 1 [1955]. 

17 A. Treibs u. W. Seifert, Liebigs Ann. Chem. 612, 242 [1958]. 

18 a) H. Fischer u. E. Adler, diese Z. 197, 237 [1931];] b) 200, 209 [1931]; 
ce) s. auch H. Fischer u. H. Reinecke, ebenda 259, 83 [1939]. 
Q* 
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substituiertem Pyrrol und VII erfolgte in saurer Lésung nur Verharzing, 
Reaktion der Grignard-Verbindung VIII fiihrte iiberraschenderw cise 
direkt zum farblosen Tripyrran IX. 


R = CO,C,H, 
H,C. -® H,C R R, , a4 


ef | 
{ \n4 | ‘H.—! fel 
R/ SN’ \CH,Br NAigBr SR SN’ Nr OB T°, 
H 
VII VIII Ix 


Die Oxydation von IX zum Farbstoff gelang ebensowenig wie bei 
den friiheren Beispielen!**, Diazosulfanilsiiure kuppelt wie bei Dipyrryl- 
methanen® unter Gelbfairbung. Mit Zinksalz wurde in ammoniakalischer 
Lésung Gelbfirbung beobachtet, vielleicht ein Komplex. 

Ein Tripyrren ohne Hydroxygruppe, aber noch nicht ganz gesicherter 
Konstitution wurde kiirzlich auf anderem Weg erhalten!®. Es ist ein- 
basig, die Salze haben blaue Farbe mit wenig markantem Absorptions- 
spektrum, Amax 630 my, die Base ist weinrot. Der Farbstoff laBt sich mit 
Zink und Saéure zur Leukoverbindung reduzieren, die an der Luft re- 
oxydiert wird. Die Nichtoxydierbarkeit von IX steht dazu in schein- 
barem Widerspruch, ist aber wohl nur durch je zwei negative Sub- 
stituenten in zwei Pyrrolkernen bedingt. 

Die folgenden hypothetischen Baupliine des Prodigiosinmolekiils 
haben wir durch Synthese zu realisieren versucht. Ein Teil der Wrede.- 
schen Abbaubefunde miiBte dann zwangsliufig mit Hilfe von Sekundir- 
reaktionen erklart werden. 

1. Ein «-Dipyrrylmethen mit einem dritten heterocyclischen Ring, der 
die Hauptabsorptionsbande so weit nach dem Langwelligen ab- 
wandelt (und damit die Farbe), als einem Trimethinfarbstoff ent- 
spricht. Das dritte N-Atom kann, aber es muf dann nicht, eine zur 
Komplexbildung giinstige Lage einnehmen (X bzw. Xa). 


‘a x ; 
Re NH 
‘ie ny, C NN © \nY 
NN/ ‘NY a ali H N 
H N \N he A 
Wy 
x Xa XI 


d. Korr.: Das Tripyrren gibt mit Natriumamid in Xylol ein violettrotes, in 
Pyridin ein blaues Farb-Anion; mit Kupfer-, Zink- und Nickelacetat wurden 
violettblaue, violette und tiefrote Komplexe festgestellt, die durch Saure gespalten 
werden. Diazosulfanilsaure kuppelt langsam unter Griinfarbung. 
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2. Ein Dipyrryltrimethin mit N-haltiger Seitenkette bzw. Einbau der 
Trimethinkette in einen heterocyclischen Ring, dessen N-Atom eine 
sterisch begiinstigte Lage zu einem Pyrrol-N einnehmen kann und 
die Komplexbildung erméglicht, z. B. XI. 

Besonders gute Komplexbildner sind «-Pyridylpyrrole?® und «-Dipyridy]l- 
\ Alf, pyrrole®!. Bereits Wrede hatte an die Anwesenheit eines Pyridinringes 
in Prodigiosin gedacht, dies jedoch spiter wieder verworfen?!*. 
Nae Auf Grund dieser Uberlegungen haben wir die Synthese neuer Pyrrol- 

H Rf farbstofftypen in Angriff genommen, die den genannten Anforderungen 
entsprechen. 

Aus den drei Pyridincarbonsiuren erhielten wir nach der Siure- 

. , , | chloridmethode’? mit 2.4-Dimethyl-3-carbithoxy- bzw. -3-athyl-pyrrol 
wie bei | glatt die ms-Pyridyl-dipyrryl-methene XII—XV. Die Stellung des N im 
pyrryl- Pyridin-Ring ist gleichgiiltig, XII und XIII zeigen keine Besonderheiten 
lischer | gegeniiber XIV und XV. 


larz ung, 
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oherter RAs BC xm: R=C,H, RB! = «-Pyridyl 
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Hem) a 
Ihre Salze sind purpurrot, ganz ahnlich wie diejenigen von Prodigiosin 
und Dipyrryltrimethin, die Absorptionsspektren weichen aber etwas ab, 
tz b. oa 
vg in 20 B.Emmert u. F. Brandl, Ber. dtsch. chem. Ges. 60, 2211 [1927]; 
inn B. Emmert, K. Dieh1 u. F. Gollwitzer, ebenda 62, 1733 [1929]. 
alten 21 F. Hein u. F. Melichar, Pharmazie 9, 455 [1954]. 


21a Privatmitteilung. 
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obwohl die Hauptbande eine ahnliche Lage hat (vgl. Abb. 6); zum Unier. 
schied sind jedoch die Salze zweibasig. Die Basen sind gelborange: 
alle geben leicht Metallkomplexe. Sowohl Salze wie auch Komplexe 
zeigen groBe Neigung Zinkchlorid anzulagern, wie dies bei vielen Pyricdin. 
derivaten vorkommt. Dipyrrylpyridylmethane hatten Strell, Zocher 
und Kopp* mit den Pyridinaldehyden bereits dargestellt. Durch Oxy. 
dation des entsprechenden Dipyrrylpyridylmethans mit Cu!!- und Fe!"!. 
Salzen entsteht XII ebenfalls. Die neuen Farbstoffe sind danach dem 
Prodigiosin sehr ahnlich, zeigen jedoch auch einige deutliche Abwei- 
chungen. Neben XIV entstanden durch Austausch eines Pyridinkerns 
gegen einen Pyrrolkern interessanterweise als Nebenprodukte Tris. 
|2.4-dimethyl-3-carbathoxy-pyrryl-(5)|-methan und Pyridin, wobei auch 
eine Reduktion stattgefunden haben muf. 

Ein Pyrrylpyridylmethen, wie es als Zwischenprodukt bei der Herstellung der 


entsprechenden Dipyrrylpyridylmethane auftreten mu8 und auch von Strell und 
Mitarbeitern?? beobachtet worden war, konn- 





H,C,. CH, ten wir als gelbe Zinkchlorid-Molekiilverbin- 
é dung (XVI) fassen. Das Reaktionsgleich- 

gewicht liegt hier ahnlich wie bei negativ 

ee substituierten Pyrrolen, ganz auf der Seite 
H.C“ XN: der dreikernigen farblosen Methanderivate’, 
| eel durch Bildung der Zinkchloridverbindung 

a, wird es auf die Seite des Farbstoffs verlagert. 


Die Kombination Pyridin-Pyrrolen-Kern bil- 
det also keine inneren Komplexe. 

Zur Sy nthese eines Azacyclotrimethinfarbstoffs bot sich das 
Benarysche Bispyrrol?> an; dieses ist, wie kiirzlich gezeigt wurde, 
kondensationsfihig, es gibt griine Ehrlich-Reaktion®*. Mit 2.4-Dimethyl- 
3-carbithoxy-pyrrol-aldehyd-(5) entstand ein kristallisierter Farbstoff, 
dem Konstitution X VII zukommen sollte. 


H,C. R H,C. R 
R /OH . \ R /OH “\— 
CH=| _} cH! | 
con ae Cee, 
H,C’ \N NH 4H H;C ne NH H 
R CH, R’ CH 


XVII: R = CO,C,H, 


Auch dieses Bauprinzip scheidet aus, denn XVII ist tiefgriin, die Base 
dagegen rot; fiir die genauere Untersuchung reichte die erhaltene Menge 
nicht aus. 

In der Absicht, einen Pyridinkern in das Trimethingeriist einzubauen, 
Ww urde Triacetsiurelacton?® XVIII als Ausgangsmaterial gewahlt, das 


“2M. Strell, A. Zocher u. E. Kopp, Chem. Ber. 90, 1798 [1957]. 

*3 E. Benary u. B. Silbermann, Ber. dtsch. chem. Ges. 46, 1366 [1913]. 
*4 A. Treibs u. A. Ohorodnik, Liebigs Ann. Chem. 611, 149 [1958]. 

25 T. N. Collie, J. chem. Soc. [London] 59, 617 [1891]. 
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nach dem Prinzip der Trimethinfarbstoff-Synthese mit 1.3-Diketon nach 
Strell und Fiihler?® reagieren sollte. 


R 
HO, ~A_O HO, LN 1” 
XIX: R=H 
O | NH : i 
\/ \/ XX: R=CO,C,H,; 
CH, XVIII CH, 


Das daraus zugiingliche 4-Hydroxy-6-methyl-pyridon-(2)?7 (XIX) 
kondensierte mit Pyrrolen zu orangeroten Farbstoffen, die aber nicht das 
erwartete Trimethinspektrum aufwiesen und daher nicht naher unter- 
sucht wurden. Ein Derivat von XIX, 2-Methyl-4.6-dihydroxy-pyridin- 
carbonsiureester-(5) (XX) konnte durch Kondensation von Aminocroton- 
siureester mit Malonester gewonnen werden; Reaktion mit Pyrrolen 
fihrte zu Farbstoffen wie bei XIX. 

Zu einer interessanten Farbstoffreihe XXI—XXIII fiihrte jedoch 
die Umsetzung von XVIII mit Pyrrolen. 


np A 
XVIII + 2 | | ~ 
\N/ CH, 
H 
R OH, HC. RB R AH, HC 2 
| 1 . | | | 
.4 y; ae - aR R | 
ee \ 
H.C’ \N’“ \N/ NCH, H,C’ \N“ \nZ CH, 
H H H 
\/ ‘ a 
CH, CH, 


XXI:R=H XXII:R=C,H, XXIII: R = CO,C,H, 


R a EUs HC. ® 
OH | | — 
oe | a. oe | | 
AE 1/™ Ate =— aeioee = 
H,C = ' y CH, NY, C= CH—CO \w’ 
Sy H CH, H 
| 
CH, CO—CH, 
XXVII 
XXIV: X=0, R=H 
XXV: X =O, R=(C,H; XXVIII: X = NH, R=H 
XXVI: X = O, R = CO,C,H; XXIX: X = NH, R=C,H; 


26 Dissertat. W. Fiihler, Techn. Hochsch. Miinchen 1949. 
27 I. N. Collie u. W.S. Myers, J. chem. Soc. [London] 61, 721 [1892]. 
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Abb. 7. Absorptionsspektren der Dipyrrylpyryliumfarbstoffe XXI (1), XXII (2) 
und XXIII (3) in HCl-haltigem Athanol. 
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Abb. 8. Vergleich der Absorptionsspektren von Prodigiosin-hydrochlorid (1) und 


Dipyrryltrimethinfarbstoff XX XI in Athanol; XX XI aus Carbinolbase XXV = 2, 
aus Pyridinpseudobase X XIX = 3. 


Zur Kondensation reichte Mineralsiure nicht aus. Enolisierungsbestreben 
und Lactoncharakter von XVIII setzen die Reaktionsfahigkeit herab; 
mit POCI, gelang jedoch die gewiinschte Reaktion. Die roten, ausge- 
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zeichnet kristallisierenden Farbstoffe geben orangerote Lésungen mit 
auffilliger, intensiver Fluoreszenz und Tingieren nach Griin und Rosa. 
Sie sind gleichzeitig Trimethin- und Pyryliumfarbstoffe, mit Alkalien 
erhiilt man die erwarteten gelben Carbinolbasen XXIV—X XVI. Es kann 
sich nicht um die isomeren Pyrrol-,,Chalkone‘®* X XVII handeln, da 
diese andere Eigenschaften besitzen. Die Carbinole bilden mit Siauren 
nicht direkt die Ausgangsfarbstoffe X XI—X XIII zuriick und Ammoniak 
fihrt nicht in. Pyridinderivate iiber, wie es fiir Pyryliumverbindungen 
charakteristisch ist?®. Mit Ammoniak wird der Ring-O des Carbinols aus- 
getauscht zu isolierbaren Pyridin-pseudobasen XXVIII und XXIX; es 
kénnte sich aber auch um Aminopyran-Derivate handeln. Mit Saiure wird 
die Aminogruppe wieder abgespalten, man erhialt aus den Pyridin-pseudo- 
basen, wie auch den Carbinolbasen prachtvoll purpurrote Farbstoffe mit 
typischem Trimethinspektrum. 


‘ir Ma, A 
gs XXX:R=H 
=a 2 6 N@\CH, XXXI: R = C,H, 
Ny 
en 


Auch XXIII verhilt sich gleich, auf die Isolierung der Umwandlungs- 
produkte wurde verzichtet. 

Der Trimethincharakter des Systems verhindert danach die Bildung 
des aromatischen Pyridinrings. Diese Farbstoffe XXX und XXXI sind 
als Hydrate der Pyryliumfarbstoffe aufzufassen. Sie sind daher labil und 
scheinen sich wieder in XXI und XXII umzuwandeln, da die Lésungen 
an Intensitiit der Farbe und der Absorptionsbande verlieren und gleich- 
zeitig wieder die charakteristische Fluoreszenz zu beobachten ist. Sie 
sind daher auch kaum ganz einheitlich isolierbar. In Spektrum und Farbe 
weisen sie besonders groBe Ahnlichkeit mit Prodigiosin auf (Abb. 7 und 8). 


Den Farbwerken Hoechst AG und der Wacker-Chemie danken wir fiir 
die Férderung unserer Arbeiten. 


Besehreibung der Versuche 


Prodigiosin und Begleitfarbstoffe 


Gewinnung der Farbstoffe: Feuchte rote Bakterienmasse (von 0,75 m? 
Kulturflache, die nach Wrede und Hettche!* etwa 60 mg Prodigiosin-hydrochlorid 
liefert) wird mit 50 cm* 10proz. Kalilauge behandelt und der Farbstoff durch 
Zugabe von 200 cm? Athanol herausgelést. Wenn sich die Bakterienmasse zu- 
sammengeballt hat, wird das gleiche Volumen Petrolaither dazu gegeben und nach 
Absitzeniassen durch ein weitporiges Faltenfilter filtriert. Den Riickstand wascht 
man so lange mit Athanol/Petrolather, bis die Lésung fast farblos ablauft. Etwas 


28 A. Treibs u. F. Reitsam, Liebigs Ann. Chem. 611, 194 [1958]. 
29 A. Baeyer u. J. Piccard, Liebigs Ann. Chem. 884, 208 [1911]; R. 
Wizinger, S. Losinger u. P. Ulrich, Helv. chim. Acta 89, 5 [1956]. 
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Farbstoff bleibt jedoch in der Bakterienmasse und 1a8t sich weder mit Athanol/ 
Petrolather noch mit Ather oder Chloroform herauslésen. Die abgetrennte Petrol. 
atherschicht wird im Vak. bei 30° auf ein kleines Volumen eingeengt. Dabei fallt 
bereits ein Teil aus, der abfiltriert wird. Dieses Produkt lést sich in Alkoho! mit 
violetter Farbe, das Spektrum von Prodigiosin ist nur noch sehr schwach wahr. 
nehmbar. Es handelt sich um das auch als Base schwerer lésliche Serratin mit 
geringen Mengen Prodigiosin. Das Filtrat wird zur Chromatographie verwendet, 

Chromatographische Trennung: Die konz. petrolétherische Lésung der 
Base wird auf eine Al,O,-Saule aufgetragen und Petrolather als Entwickler ver. 
wendet. (Zur Chromatographie des Perchloratgemisches wird in wenig Athanol 
gelést, mit einem Tropfen Ammoniak in die Base iibergefiihrt und mit Petrolather 
aufgenommen.) Als schwer adsorbierbaren Vorlauf erhalt man etwas orangeroten 
Farbstoff (Begleitfarbstoff 1). Einmal wurde an dieser Stelle aus einer Ziichtung 
ein abweichender orangeroter Farbstoff 1a erhalten. Vielleicht handelte es sich um 
einen anderen Bakterienstamm. 

Dann folgen als Hauptfarbstoffe das Prodigiosin, das auf der Al,O,-Siule 
orangerot erscheint, als gelborange Lésung und anschlieBend der orangefarbene 
Begleitstoff 2, dessen Menge ebenso wie die der Vorfraktion nur zu einer spektro- 
skopischen Untersuchung ausreichte. 

Auf der obersten Al,03-Schicht bleibt als vierte Komponente Serratin als 
violettes Adsorbat zuriick. Es laBt sich mit Petrolather, Ather, Alkohol nicht heraus- 
lésen und wird mit Eisessig eluiert. 

Prodigiosin- Base: Die petrolatherische Lésung der Hauptfraktion wird bei 
Zimmertemperatur im Vak. eingedampft. Der Riickstand wird in wenig hei&em 
Athanol gelést und mit einigen Tropfen Ammoniak versetzt. Nach mehrtagigem 
Stehenlassen fallt die Base kristallin aus. Sie wird abfiltriert und mit ammoniak- 
haltigem Wasser nachgewaschen; Zers.-P. 90°. Umkristallisiert wird aus Athanol 
unter Zugabe von wenig Ammoniak. 


CopH,3N,O (323,4) Ber. C 74,27 H 7,80 N 12,99 
Gef. C 74,16 H7,81 N 13,31 


Absorptionsspektrum* (vgl. Abb. 5): Amax 470; 335; 280 mu; log e 4,67; 
3,88; 4,01. 

Die Base ist sehr empfindlich; in alkohol. Lésung geniigt schon die Kohlen- 
siure der Luft zur Salzbildung. 

Perchlorat: Aus konz. athanolischer Lésung durch Zugabe von 10proz. 
Perchlorsaure bis zu beginnender Triibung, Schmp. 226—232° (Zers.). 


Cy9H,;N,0-HCIO, (423,9) Ber. C 56,64 H 6,19 Cl 8,37 
Gef. C 55,21; 55,73; 56,29 H 6,33; 6,91; 6,76 (18,43 


IR-Spektrum (vgl. Abb. 3): Mittelstarke Bande bei 3,1—3,2 w; starke Bande 
bei 6,2 yw. 

Das Hydrochlorid fallt nach mehrtagigem Aufbewahren einer mit konz. 
Salzséure versetzten konz. athanol. Lésung der Base in langen dunkelvioletten 
Nadeln aus. Diese werden mit Ather gewaschen und iiber P,O, im Vak. bei 50° 
getrocknet. Schmp. 135°. 

Cy9H,;N,0 - HCl (359,9) Ber. C 66,74 H 7,28 Cl 9,85 
C,,H,;N,0 - HCl (371,9) Ber. C 67,81 H 7,05 Cl 9,54 
xef. C 68,28 H 7,65 Cl 10,5 


IR-Spektrum: Mittelstarke Bande bei 3,2 u, starke Banden bei 6,11; 6,25 uw. 
Absorptionsspektrum (vgl. Abb. 6): Amax 535; 371; 295 my; log e 5,14; 4,02; 4,20. 

Serratin: Der mit Eisessig aus der Al,O,-Saule eluierte Farbstoff wird in 
Chloroform aufgenommen, zur Entfernung der Essigsiure mit Wasser gut aus- 
gewaschen und mit wasserfreiem Na,SO, getrocknet. 








* Alle Absorptionsspektren sind in Athanol vermessen, die Basen unter Zu- 
satz von etwas NH,, die Salze unter Zusatz von HCl. 
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Perchlorat: Das Chloroform wird im Vak. abgedampft und der Riickstand 
in heiSem Alkohol aufgenommen. Nach Zutropfen von 10proz. HClO, bis zur be- 
ginnenden Triibung kristallisiert das Perchlorat aus. Es ist bis 360° nicht ge- 
schmolzen. In heiBem Athanol ist es mit violetter Farbe léslich, die Lésung zeigt 
ein verwaschenes Band bei 548 mu. 


CyoHgoN 0, * HCIO, (793,4) Ber. C 60,55 H 7,76 N 7,06 
CyHggNO, - HCIO, (821,4) Ber. C 61,40 H 7,97 N 6,82 
Gef. C 61,56; 62,51 H 7,61; 8,26 N 6,59* 


Mit Alkali erfolgt Farbumschlag nach Braun. Bei Zugabe von ZnCl, zur 
ammoniakalisch-alkoholischen Lésung tritt Komplexbildung ein, wobei die Farbe 
der Lésung von Gelb nach Rot umschlagt. Mit diazotierter Sulfanilsiure erfolgt 
Kupplung unter Farbaufhellung. 

Bromid: Die Darstellung erfolgt analog dem Perchlorat durch Zutropfen von 
HBr bis zur beginnenden Triibung. Ein Schmp. konnte nicht festgestellt werden. 
Jmax 558 mu; log ¢ 4,28. 


CygHgoN,O, - HBr (773,8) Ber. C 62,07 H7,94 Br 10,34 
CyH,,N,O,* HBr (801,8) Ber. C 62,92 H8,17 Br 9,97 
Gef. C 62,83 H7,98 Br 9,97 


2.7-Dimethyl-1.3.6.8-tetracarbathoxy-tripyrran (IX): Zu_ einer 
Grignard-Lésung aus 0,24 g (0,01 Mol) Mg und 1,10 g (0,01 Mol) Athylbromid 
in 4cm® Ather wird 0,67 g (0,01 Mol) frisch destilliertes Pyrrol in 4 cm® absol. 
Ather gegeben und 1 Stde. gekocht. Die griine Pyrrol-Grignard-Lésung wird mit 
einer Aufschlammung von 3,18 g (0,01 Mol) 2-Brommethy1-4-methyl-3.5- 
dicarbathoxy-pyrrol (VII) in 20 cm® Ather 3 Stdn. unter Riickflu8 gekocht. 
Das Tripyrran fallt mit konz. NH,Cl-Loésung zum Teil aus und wird abfiltriert. Die 
ather. Lésung wird von der waBr. Schicht abgetrennt und der Ather im Vak. ab- 
gedampft. Diese griine sirupése Masse wird in heiBem Alkohol aufgenommen, wobei 
sich nach kurzer Zeit ein weiBes Produkt abscheidet. 


CogH35N,0, (541,6) Ber. C 62,09 H 6,52 N 7,76 
Gef. C 61,76 H6,53 N 8,05 


Mehrmals aus Athanol umkristallisiert, tarblose Prismen vom Schmp. 186 
bis 187°, mit positiver Ehrlich-Reaktion. Unter normalen Bedingungen ist das 
Tripyrran gegen Luftsauerstoff unempfindlich. Es gibt mit diazotierter Sulfanil- 
siure in essigsaurer athanol. Lésung ein gelbes Kupplungsprodukt. 

Bis-[2.4-dimethyl-3-athyl-pyrryl-(5)]-pyridyl-(2)-methen (XII): 
0,62 g (0,005 Mol) Picolinsaure und 1,23 g (0,01 Mol) 2.4-Dimethyl-3-athyl- 
pyrrol werden in 20 cm’ Chloroform unter Zusatz von 3 cm* POCI,, gelést und 
6Stdn. unter RiickfluB gekocht. Die anfangs rot gefarbte Lésung wird im Laufe 
einer Stunde violett. Chloroform und der gréBte Teil von POC], werden im Vak. 
abgedampft, der Riickstand in Chloroform aufgenommen und mit verd. Ammoniak 
bis zur alkalischen Reaktion versetzt. Die Chloroformschicht wird von der waBr. 
Phase getrenat und erneut im Vak. eingedampft. Der Riickstand zeigt keine 
Neigung zur Kristallisation und wird in Alkohol mit einigen Tropfen Ammoniak 
und etwas ZnCl, versetzt. Die in alkalischem Medium orangegelbe Lésung wird 
rot. Nach mehreren Stunden wird der ausgefallene Zn-Komplex abfiltriert. Zur 
Entfernung von mitausgefallenem Zn-Salz wird das Rohprodukt in trockenem 
Ather gelést, von Unldslichem abfiltriert und der Zn-Komplex durch Zugabe von 
wenig Petrolather ausgefallt und aus Ather-Petrolather oder Chloroform-Petrolather 
unkristallisiert. Rote Prismen mit griinem Oberflachenglanz vom Schmp. 251°. 

Die zur Analyse verwendete Substanz wird iiber P,O, bei 60°imVak. getrocknet. 


(CysHygN3)2Zn (730,3) Ber. C 72,36 H7,18 N 11,50 
Gef. C 71,87 H 7,64 N 11,00 


* Der N-Wert ist unzuverlassig. 
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Der Komplex wird durch Versetzen seiner athanol. Lésung mit Salzsiure 
zerlegt; es entsteht eine tief violette Losung des Methensalzes (Amax 526 my). 
Tetrachlorozinkat: Versetzt man die alkalisch-athanol. Lésung des Farb. 
stoffes mit einer Lésung von ZnCl, und einigen Tropfen konz. Salzsaure, so fallt 
allmahlich ein dunkelviolettes Produkt aus. Dieses wird abfiltriert und mit Ather/ 
Petrolather oder Chloroform gewaschen. Mit Athanol erfolgt sofort Hydrolyse, 
daher wird aus salzsiurehaltigem Athanol umkristallisiert. Dunkelviolette, in der 
Durchsicht gelbe Rhomboeder, Schmp. 229°. Zur Analyse wird iiber P,O; (nicht 
KOH) getrocknet. 
Co9H2,N; - H,ZnCl, (542,7) Ber. C 48,67 H5,39 N 7,75 Cl 26,13 
Gef. C 48,55 H5,62 N8,1l Cl 25,9; 26,05 


Zinkkomplex des Bis-[2.4-dimethyl-3-carbathoxy-pyrryl-(5)]- 
pyridyl-(2)-methens (XIII): 0,62 g (0,005 Mol) Picolinsaure und 1,67 
(0,01 Mol) 2.4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol werden analog umgesetzt. 
Aus der schwach ammoniakalischen Lésung wird durch Zugabe von ZnCl, der 
Zinkkomplex ausgefallt. Umkristallisation aus Chloroform-Petrolather. Beilstein. 
probe positiv. Zers.-P. 273°. 

(CogHygN30,)2Zn * ZnCl, (1046,0) Ber. C 55,44 H5,01 N8,03 Zn 12,52 
Gef. C 55,19 H 5,23 N 7,60 Zn 10,23 


Bei Zugabe von Salzsaure zu der gelborangegefarbten alkoholischen Lésung 
des Zinkkomplexes schlagt die Farbe wie beim Prodigiosin-hydrochlorid nach 
Purpurrot um. Das Methen-hydrochlorid ist gut wasserléslich und geht aus Chloro. 
form-Wasser in die wiBr. Phase (Amax 522 mu). Die Base ist hellgelb. 

Bis-[2.4-dimethyl-3-carbathoxy-pyrryl-(5)]-pyridyl-(3)-methen 
(XIV): 1,37 g (0,01 Mol) Nicotinsaiurechlorid und 3,4g (0,02 Mol) 2.4-Di- 
methyl-3-carbathoxy-pyrrol werden in 50cm? Chloroform und 20 cm! 
Phosphoroxychlorid 2 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Die zunachst orange gefarbte 
Lésung wird im Laufe der Reaktion purpurrot. Zur Entfernung des Phosphoroxy.- 
chlorids wird die rote Lésung zur Trockene eingedampft, der Riickstand mit 
Chloroform aufgenommen und mit Ammoniakwasser durchgeschiittelt. Beim Ab- 
dampfen der Chloroformschicht ist Pyridin-Geruch festzustellen. Der harzige Riick- 
stand wird in wenig Alkohol gelést, bei Zugabe von Ammoniak fallt nach mehreren 
Stunden neben wenig XIV das farblose Tris-[2.4-dimethyl-3-carbathoxy- 
pyrryl-(5)]-methan aus. Die beiden Substanzen werden durch fraktionierte 
Kristallisation aus Athanol getrennt, in dem letztere schwerer ldslich ist. Das 
Bis-[2.4-dimethyl-3-carbathoxy-pyrry1-(5)]-pyridyl-(3)-methen ist in 
Chloroform mit gelber Farbe léslich. Orangerote Prismen vom Schmp. 263° (aus 
Alkohol oder Chloroform-Petrolather). 


C.,H,,N,O, (421,5) Ber. N 9,97 Gef. N 9,87 


Die Salze sind rot, konnten aber nicht kristallisiert erhalten werden. Beim 
Erwarmen der Lésung mit konz. Salzsiure tritt tiefgriine Farbung ein. Das Tri- 
pyrrylmethan wurde durch Vergleich mit einer authent. Probe und Spaltung mit 
Saure zum Bis-[2.4-dimethyl-3-carbathoxy-pyrryl-(5)]-methen, vom Schmp. 190° 
identifiziert. 

Bis-[2.4-dimethyl-3-athyl-pyrryl-(5) ]-pyridyl-(4)-methen (XV): 
0,62 g (0,005 Mol) Isonicotinsadure und 1,23 g (0,01 Mol) 2.4-Dimethyl-3- 
athyl-pyrrol werden in 10 cm® Chloroform und 2 cm* POCI, 6 Stdn. unter Riick- 
fluB gekocht; die Lésung farbt sich violett. Nach Abdampfen im Vak. wird der 
Riickstand wieder in Chloroform aufgenommen und mit ammoniakal. Wasser im 
Scheidetrichter ausgeschiittelt. Die Base geht ins Chloroform. Das Salz ist dagegen 
so gut wasserléslich, daB es sich mit Chloroform nicht quantitativ ausschiitteln 
laBt. Aus der mit wenig Petrolither versetzten Chloroformlésung scheidet sich die 
Base nach langerem Aufbewahren in dunkelbraunen Nadeln aus. Braune Prismen 
mit blauem Oberflachenglanz (aus Athanol); Schmp. 177—179°. 
Absorptionsspektrum: /max 470; 265 my; log ¢ 4,32; 3,89. 
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C.,H,,N, (333,5) Ber. C 79,23 H8,16 N 12,61 
Gef. C79,12 H8,41 N 12,62 


Bei Zugabe von Saure farbt sich die alkoholische Lésung purpurrot (Hydro- 
chlorid: 7max 533; 308; 264 mu; log « 4,68; 3,93; 4,07; vgl. Abb. 6). Gibt man 
wr alkoholischen ammoniakalischen Lésung der Base ZnCl,, so erfolgt Farb- 
umschlag von gelb nach orange, es bildet sich also ein Zn-Komplex. 

[2.4- Dimethyl-3-athyl-pyrryl-(5)]-pyridyl-(2)-methen-Zink- 
chlorid (XVI): 0,54 g (0,005 Mol) Pyridin-aldehyd-(2) wird in wenig Athanol 
gelist und mit 0,62 g (0,005 Mol) 2.4-Dimethyl-3-athyl-pyrrol und einer 
ithanol. Lésung von 0,5 g wasserhaltigem ZnCl, versetzt. Nach kurzer Zeit fallen 
schéne gelbe Nadeln aus. Ausb.0,8g (aus Chloroform/Petrolather), Schmp. 
248—250° (Zers.) 

CH gN, * ZnCl, (348,6) Ber. C 48,23 H 4,63 N 8,04 Cl 20,35 
Gef. C 47,85 H 4,55 N 8,11; 7,74 Cl 20,9; 20,4 
(potentiometr.) 


XVI lést sich in Chloroform sehr gut, weniger in Athanol und Wasser mit 
gelber Farbe. Mit Ammoniak erfolgt Farbaufhellung, beim Wiederansauern bildet 
sich der urspriingliche gelbe Farbstoff zuriick. 

Bei langerem Erhitzen der alkoholischen Lésung bzw. bei starkem Ansauern 
erfolgt Farbumschlag von Gelb nach Griin. Der griine Farbstoff besitzt ein starkes 
Absorptionsband im Rot, ist jedoch sehr labil. 

Potentiometrische Titration: Die Halogenbestimmung erfolgte in einem 
Fall durch potentiometrische Titration. Es wurden zunachst Testversuche an be- 
kannten Pyrromethenen durchgefiihrt. Um brauchbare Ergebnisse zu erhalten, 
mu8 folgendes beriicksichtigt werden: 


1. Die Wahl eines geeigneten Lésungsmittels. Fiir die in Wasser unléslichen 
Pyrrolfarbstoffe erwies sich am giinstigsten Aceton/Wasser, wahrend mit 
Athanol bzw. Athanol/Wasser keine brauchbaren Resultate erhalten wurden. 

. Verwendung von n/10 NaOH. Bei der Titration mit n/100 Lauge treten so 
starke Schwankungen auf, da8 der Potentialsprung nicht exakt bestimmt 
werden kann. 

3. Es lassen sich nur die isolierten Salze der Pyrrolfarbstoffe mittels Lauge 

titrieren. Dagegen kénnen die Farbbasen weder direkt mit Saure noch mit 
iiberschiiB. Saure und Lauge bestimmt werden. 


Bis-[2.4-dimethyl-3-carbaithoxy-pyrryl-(5)]-methen-hydrobromid 
C,gH,,0,N, “HBr (425,3) Ber. Br 18,79 Gef. Br 18,99 


2-Methyl-4.6-dihydroxy-pyridin-carbonsaure-(5)-ester(XX):6,75¢ 
(0,05 Mol) Aminocrotonester (Sdp. 210—215°, Zers.) und 8,5 g (0,05 Mol) 
frisch destillierter Malonester werden 5 Stdn. auf dem Wasserbad erhitzt. Dann 
gibt man einige Tropfen absol. Athanol und 2,5 g Natrium in kleinen Portionen zu, 
erhitzt im Olbad auf 110—120° bis sich eine feste, in Wasser gut lésliche Masse 
bildet. Das in Athanol aufgeschlammte Reaktionsprodukt wird mit verd. Salzsiure 
angesauert, bis alles in Lésung gegangen ist, der Alkohol abgedampft und der Riick- 
stand in Chloroform aufgenommen. Das Chloroform wird nach Trocknen mit CaCl, 
abgedampft und der Riickstand in Methanol/Wasser aufgenommen. Nach Zugabe 
von etwas Ammoniak kristallisiert XX nach mehrtégigem Aufbewahren aus. Lange 
rosafarbene Nadeln (aus Athanol) vom Schmp. 202°. 

C,H,,NO, (197,2) Ber. C 54,82 H 5,62 N 7,11 

Gef. C 54,81 H5,59 N 7,14 
2.4-Bis-[2.4-dimethyl-pyrryl-(5)]-6-methyl-pyryliumchlorid (XXI): 
0,95 g (0,01 Mol) 2.4-Dimethyl-pyrrol und 0,63 g (0,005 Mol) Triacetsaure- 
lacton werden in 10 cm? Chloroform unter Zusatz von 1 em* POCI, gelést und 


bo 




















30 Alfred Treibs und Roswitha Zimmer-Galler, 
3 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Nach Abdampfen im Vak. wird der Riickstand jn 
etwas Athanol aufgenommen. Uber Nacht fallt im Eisschrank das Farbstoffel:lorid 
aus. Es wird aus Athanol oder Chloroform/Petrolather umkristallisiert, Ausb. (),4 g. 
Orangerote Nadeln, Zers.-P. 240°. Absorptionsspektrum (vgl. Abb. 7): Amax 494: 
387 mu; log ¢ 4,73; 4,28. 

C,,H.,;N,O]Cl (316,8) 
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Ber. C 68,23 H6,68 N 8,84 C1 11,19 
Gef. C 68,10 H6,80 N 8,63 C1 11,5 


Die gelborange gefairbte Lésung zeigt griin-rosa Fluoreszenz. Bei Zugabe von 
konz. Saure erfolgt keine Farbinderung; beim Erwarmen mit Alkali andert sich 
die Farbe von Gelborange iiber Rot nach Hellgelb. Sauert man diese Lésung wieder 
an, so kehrt die urspriingliche Farbe nicht zuriick, sondern die Lésung farbt sich 
Purpurrot und zeigt ein dem Prodigiosin ahnliches scharfes Absorptionsband. 

Das Perchlorat fallt nach Zugabe von einigen Tropfen 60 proz. Perchlorsiure 
zu der Lésung des Chlorids in heiBem Athanol in orangefarbigen Nadeln, die sich 
ab 225° zersetzen. 


C,sH,,N,O1CIO, (380,8) Ber. C1 9,31 Gef. C1 9,89 


Carbinolbase XXIV: 300 mg des Pyryliumsalzes werden in wenig Athanol 
mit einer waBr. Lésung von 0,5 g KOH versetzt. Die orange gefarbte rosa fluores. 
zierende Lésung des Pyryliumsalzes zeigt nach Zugabe von Alkali keine Fluoreszenz 
mehr und wird beim kurzen Erhitzen gelb. Durch Zugabe von Wasser wird dann 
die Carbinolbase ausgefallt, die Ausbeute ist fast quantitativ. Aus Athanol/Wasser 
gelbe kugelférmig zusammengeballte Nadeln vom Schmp. 183°; Amax 417 my; log 
e 4,62. 

C,gH,.N.O, (298,4) Ber. C 72,45 H7,44 N 9,39 
Gef. C 72,29 H7,62 N 9,77 


Die gelbe Lésung in Athanol schlagt nach kurzem Erhitzen nach Purpurrot um. 

Pyridin-pseudobase XXVIII: Die Lésung des Chlorids XXI in Athanol 
wird mit dem gleichen Volumen konz. Ammoniak !/, Stde. gekocht. Die Base fiallt 
in gelben Kristallen aus und wird aus Athanol und einigen Tropfen Ammoniak 
unkristallisiert: gelbe Prismen vom Schmp. 169°; Amax 421 mu; log ¢ 4,42. 


C,,H.,;N,0 (297,4) Ber. C 72,69 H7,80 N 14,13 
Gef. C 72,20 H7,82 N 14.27 

Gibt man zu der alkoholisch-ammoniakalischen Lésung eine Lésung von ZnCl, 
in wenig Wasser, so erfolgt keine Farbanderung, es findet keine Komplexbildung 
statt. 

Trimethinfarbstoff XXX: Die gelbe Lésung von 300 mg der Carbinol- 
base XXIV in 25 cm? Alkohol wird nach Zusatz von 3 cm® konz. Salzsiure und 
nach 5—10 Min. langem Erhitzen purpurrot. Beim Einengen im Vak. fallt ein 
braunes Produkt aus, das aus Athanol unter Salzsaiurezusatz umkristallisiert wird; 
Zers.-P. 270—275°. 

C,sH,.N,O, - HCl (334,8) Ber. C 64,57 H 6,92 C1 10,59 
Gef. C 65,91 H7,10 Cl 10,63 


2.4-Bis-[2.4-dimethyl-3-athyl-pyrryl-(5) ]-6-methyl-pyrylium- 
chlorid (XXII): 1,23 g (0,01 Mol) Kryptopyrrol werden mit 0,63 g (1,005 Mol) 
Triacetsaurelacton in 10 cm’ Chloroform und 2 cm* POCI, 5 Stdn. unter Riick- 
fluB gekocht. Die Aufarbeitung erfolgt wie bei X XI, Rote Nadeln (aus Alkohol oder 
Chloroform/Petrolather); Ausbeute 0,7 g, Zers.-P. 295°, Amax 510; 395 my; log 
e 4,84; 4,32. 
C..HgN,0] Cl (372,9) Ber. C 70,85 H 7,84 N 7,52 Cl9,51 
Gef. C 71,04 H8,03 N7,77 C19,28 
Die athanol. Lésung fluoresziert orange-rosa. Bei Zugabe von Saure erfolgt 


keine Farbanderung, beim Erwarmen mit Alkali nach 1 Min. Gelbfarbung und 
Verschwinden der Fluoreszenz. 
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Das Perchlorat fallt aus der athanol. Lésung des Chlorids nach Zugabe 
einiger Tropfen 60proz. Perchlorsiure. Schmp. 291—292° (Zers.). 


CyoHgN,O] ClO, (436,9) Ber. C18,12 Gef. Cl 8,57 


Carbinolbase XXV: Die orange gefarbte, rosa fluoreszierende Lésung von 
0,3 g des Pyryliumsalzes schlagt mit 20 cm athanol. Kalilauge (0,3 g KOH) nach 
Rot um und zeigt keine Fluoreszenz mehr. Nach Erhitzen wird das Reaktions- 
produkt mit Wasser gefallt und aus Athanol/Wasser umkristallisiert, Schmp. 181°. 
Amax 432 my; log é€ 4,61. 
CygH3)N,0, (354,5) Ber. C 74,54 H 8,73 N 7,90 
Gef. C 74,00 H8,32 N 7,80 


Bei Zugabe von ZnCl, zur alkohol. Lésung erfolgt keine Farbanderung, d. h. 


es findet keine Komplexbildung statt. 
Die Pyridin-pseudobase XXIX wird analog XX VII erhalten. Schmp. 163°. 


C..H,,N,0 (353,5) Ber. C 74,74 H 8,84 N 11,88 
Gef. C 74,28 H8,76 N 11,59 


Trimethin-Farbstoff XXXI: Die gelbe Lésung von 

a) 100 mg der Carbinolbase XXV in 10 cm® Athanol wird auf Zusatz von 
1—2 Tropfen konz. Salzsiure rotorange. Erhitzt man sie mit 1 cm* konz. Salzsaure 
5—10 Min. lang, so wird sie purpurrot. Der Farbstoff wird mit Chloroform -+- Wasser 
ausgeschiittelt, unter Zugabe von 3 cm’ Athanol das Chloroform wieder abgedampft 
und die alkohol. Lésung mit einigen Tropfen konz. Salzsiure versetzt. Nach ein- 
tagigem Stehenlassen fallt ein griines kristallines Produkt aus. Schmp. 276—278° 
(aus Chloroform/Petrolather), Amax 550; 430; 400; 293 mu; log « 4,90; 4,10; 4,07; 
3,85 (vgl. Abb. 8). 

b) Beim Erhitzen mit Salzséure wird die Lésung der Pyridin-pseudobase X XIX 
purpurrot. Der Trimethinfarbstoff XX XI kristallisiert in metallisch-griinen Prismen 
vom Schmp. 269°. Nach dem Misch-Schmelzpunkt und dem Absorptionsspektrum 
sind die Farbstoffe identisch. 

Cy.H39N,0, - HCl (390,9) Ber. C 67,58 H7,99 N 7,17 Cl 9,07 
Gef. a) C 67,03 H 7,93 N 6,53 Cl 9,56 
Gef. b) C 68,13 H 8,16 N 6,75 


Beim Alkalisieren schlagt die purpurrote Farbe der alkohol. Lésung nach 
Gelb um; der Vorgang ist reversibel. Mit Zn(Ac), erfolgt keine Komplexbildung. 
2.4-Bis-[2.4-dimethyl-3-carbathoxy-pyrryl-(5)]-6-methyl-pyry li- 
umchlorid (XXIII): 1,67 g (0,01 Mol) 2.4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol 
und 0,63 g (0,005 Mol) Triacetsaiurelacton werden in 10 cm’ Chloroform unter 
Zusatz von 2 cm* POC], umgesetzt. Das POCI, wird mit Wasser zersetzt und die 
Chloroform-Schicht von der waBr. Phase abgetrennt. Die iiber CaCl, getrocknete 
Chloroformlésung wird auf etwa 5 cm’ eingedampft und mit Petrolither bis zur 
beginnenden Triibung versetzt. Nach kurzer Zeit fallt der Farbstoff aus. Orange- 
farbige Nadeln (aus Chloroform/Petrolather) vom Schmp. 267—270°. Amax 485; 
388; 289 mu; log ¢ 4,84; 4,42; 4,03 (vgl. Abb. 7). 
Cy4H90;N,] Cl (460,9) Ber. C 62,53 H6,34 N 6,09 O 17,35 
Gef. C 62,32 H6,43 N6,19 O 17,23 


Gut loslich in Chloroform und Athanol, weniger in Petrolather, und unléslich 
in Wasser. 

Bei Zusatz von Ammoniak oder NaOH zur alkoholischen orangegefarbten 
Lésung tritt momentan tiefe Rotfarbung auf, die alsbald verschwindet; es bleibt 
eine hellgelbe Lésung. Beim Wiederansauern der alkalischen Lésung kehrt die ur- 
spriingliche Orangefarbe nicht zuriick, sondern die Lésung wird tief rot. 
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Zusammenfassung 


Neben dem roten Pyrrolfarbstoff Prodigiosin kommen Begleitfarb. 
stoffe ahnlicher Farbe in Bakterien (Bacillus prodigiosus = Serratia sar. 
cescens) vor. Ferner wurde ein violetter Farbstoff, Serratin, gefunden, 
der auch als Umwandlungsprodukt des Prodigiosins erkannt wurde, 
Prodigiosin hat nicht die bisher angenommene Tripyrrylmethenstruktur, 
die Ahnlichkeit der Spektren ist irrefiihrend. Auf Grund theoretischer 
Vorstellungen wurden mehrere neuartige Modell-Farbstoffe synthetisiert, 
in der Absicht das Bauprinzip zu finden. Einige in den letzten Jahren 
gewonnene und in der vorliegenden Arbeit beschriebene Pyrrolfarb. 
stoffe stehen in Farbe und Spektren dem Prodigiosin noch niéher; unter 
den verschiedenen Typen ist jedoch keiner, der ihm in allen Reaktionen 
entspricht. 


Summary 


The red pyrrol pigment prodigiosin is accompanied in bacteria 
(Bacillus prodigiosus = Serratia marcescens) by pigments of a similar 
colour. 

A violet pigment, serratin, was found and identified as a conversion 
product of prodigiosin. Prodigiosin does not possess the hitherto accepted 
tripyrrylmethene structure; the similarity of the spectra is misleading, 
On the basis of theoretical considerations several new model pigments 
were synthesised with a view to finding the basic, principle structure. 

Some of the pyrrol pigments prepared in recent years and described 
in this paper resemble prodigiosin even more closely in colour and 
spectrum; amongst the various types there is, however, not one which 
corresponds to it in all reactions. 


Prof. Dr. A. Treibs, Organisch-Chemisches Institut der Technischen Hoch- 
schule, Miinchen 2, Arcisstr. 21. 
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Untersuchungen zur Chemie der Arterienwand, V! 
Darstellung und chemische Zusammensetzung 
von Mucopolysacchariden der Aorta des Menschen* 
Von 


Eckhart Buddecke 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Tiibingen 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. G. Weitzel) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. September 1959) 


Hexosaminhaltige Polysaccharide (Glykoproteide**) bilden das 
chemische Aquivalent der sogenannten ,,strukturlosen Grundsubstanz “‘ 
des Bindegewebes. Ihr regelmaBiges Vorkommen und die physiologische 
Bedeutung im Aortenbindegewebe sowie ihre charakteristischen Ver- 
inderungen bei Arteriosklerose lassen sich durch quantitative Glucosamin- 
und Galaktosaminbestimmungen niher charakterisieren!. Solche Amino- 
zuckeranalysen der GefaiBwand erlauben zwar Riickschliisse iiber die 
Menge an Gesamt-MPS unter normalen und pathologischen Verhilt- 
nissen, lassen jedoch — auch bei getrennter Bestimmung von Glucosamin 
und Galaktosamin — keinerlei Aussagen dariiber zu, welche MPS in der 
Arterienwand vorhanden sind, welche Mengenkorrelation fiir die einzelnen 
MPS-Typen besteht und welche quantitativen Verinderungen sie bei 


arteriosklerotischen Prozessen erfahren. 
Unter den sauren MPS sind HA, CSA-A und CSA-B*, Heparitin- 
sulfat? und Heparin® in der Aorta von Rind und Schwein nachgewiesen 


* Folgende Abkiirzungen werden verwendet: MPS = Mucopolysaccharide, 
HA = Hyaluronsiure, CSA (CSA-A, CSA-B) = Chondroitinschwefelsiure bzw. 
Chondroitinsulfat (Chondroitinsulfat A bzw. B), CPC = Cetylpyridiniumchlorid. 

** Als Glykoproteide werden Kohlenhydrat-Proteinkomplexe bezeichnet, die 
als prosthetische Gruppen hexosaminhaltige Polysaccharide (MPS) in polarer (salz- 
artiger) oder kovalenter Bindung enthalten. Nach Vorhandensein oder Fehlen 
saurer Gruppen (Uronsaure, Sulfat) wird die Kohlenhydratkomponente unter- 
teilt in saure und neutrale MPS. Im folgenden werden die Begriffe saure und 
neutrale MPS verwandt, unabhangig davon, ob sie in freier Form vorliegen 
oder mehr oder weniger groBe Protein- oder Peptidanteile besitzen. Zusammen- 
stellung iiber Nomenklaturfragen s. 1. c.?. 

1 TV. Mitteil.: E. Buddecke u. G. Andresen, diese Z. 314, 38 [1959]. 

1a KE. Buddecke, diese Z. 310, 171, 182 [1958]. 

2 H. Gibian, Mucopolysaccharide und Mucopolysaccharidasen, F. Deuticke, 
Wien 1959. 

3 K. Meyer, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 21, 506 [1956]; 29, 
443 [1958]. 

4G. S. Berenson, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 28, 176 [1958]. 

5 E. Jorpes, Heparin in the Treatment of Thrombosis, 2nd Edition, Oxford 
University Press, London 1946. 
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und praparativ dargestellt worden. In der Aorta des Menschen wurde 
zwar ebenfalls durch elektrophoretischen Nachweis das Vorkommen von 
HA und CSA wahrscheinlich gemacht®, doch fehlen fiir die menschliche 
Aorta sowohl Angaben iiber Verteilung und chemische Zusammensetz ung 
der sauren MPS unter Normalverhiltnissen und bei Arteriosklerose ebenso 
wie Untersuchungen iiber das Vorkommen neutraler MPS. 


Die nachstehend beschriebenen, an menschlichen Arterienwinden 
(Aorta) durchgefiihrten Untersuchungen umfassen folgende Abschnitte: 


I. Isolierung der Aorten-Gesamtmucopolysaccharide. 
II. Chemische Zusammensetzung und Fraktionierung der sauren Muco. 
polysaccharide. 
III. Praparative Darstellung und chemische Identifizierung der sauren 
Mucopolysaccharide. 
IV. Beziehungen zwischen Chondroitinsulfatvermehrung und Ca-Kin- 
lagerung in arteriosklerotischen Aorten (Potentiometrische Titration). 
V. Chemische Zusammensetzung der neutralen Mucopolysaccharide. 


Ergebnisse 


I. Isolierung der Aorten-Gesamtmucopolysaccharide 


Um einen Uberblick iiber die Konzentration und die Art der in der 
Aorta zu erwartenden MPS zu erhalten, wurde in Proben des Ausgangs- 
materials nach Totalhydrolyse der Kohlenhydratgehalt bestimmt. Tab. 1 
gibt drei typische Kohlenhydratanalysen menschlicher Aorten wieder, 
wobei die Werte fiir Hexosamine, Neutralzucker, Fucose und Uronsiure 
einer arteriosklerosefreien Aorta (Nr. 34) zwei arteriosklerotischen Aorten 
(Nr. 596 und 371) gegeniibergestellt sind. Die Zahlenwerte geben neben 
den quantitativen Angaben zwar keinen Aufschlu8 iiber die Art, Ver- 
teilung und das Mengenverhiltnis der einzelnen MPS, erlauben jedoch 
Vermutungen iiber das Vorhandensein verschiedener MPS-Typen: Der 
Gehalt an Hexosaminen, sein Anstieg in arteriosklerotischen Gefib- 
bezirken ist in Verbindung mit dem Uronsiureanteil sowie dem bei 


Tab. 1. Kohlenhydratgehalt menschlicher Aorten in % des fettfreien Trocken- 
gewichtes. Die Proben wurden der vorzerkleinerten gesamten Aorta von topo- 
graphisch nicht definiertem Material entnommen. 





Glucos- | Hexo- | Galak- 


or amin/ sen | tose/ | Uron-| L- S N 
Galaktos- | (Or- | Man- | siure |Fucose 

(gesamt) : _ 
amin cin) | nose 





Aorta Nr. 34* 0,64 A231 1,66 | 3:1 | 0,48 | 0,13 | 0,42 | 14,1 
Aorta Nr.596** 1,06 1,6:1 1,94 | 3:1 | 0,61 | 0,14 | 0,72 | 12,4 
Aorta Nr.371** 0,99 1,3:1 1,83 | 3:1 | 0,47 | 0,14 | 1,03 | 13,6 


* makroskopisch arteriosklerosefrei 
** mittelschwere Arteriosklerose 
































* M. Dyrbye, J. E. Kirk u. J. Wang, J. Gerontol. 18, 149 [1958]. 
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Arteriosklerose ebenfalls erhéhten Schwefelgehalt Ausdruck des Vor- 
handenseins verschiedener (zum Teil sulfathaltiger) MPS sowie ihrer Zu- 
nahme bei Arteriosklerose. Der relativ hohe Gehalt an Neutralzuckern, 
unter denen Galaktose, Mannose und Fucose gefunden wurden (iiber den 
papierchromatischen Nachweis, siehe Abschnitt V), liBt jedoch weiterhin 
auf die Anwesenheit neutraler MPS schlieBen. 

Fiir die priparative Darstellung saurer und neutraler MPS wurden 
27 Aorten nach MaBgabe des arteriosklerotischen Befalls in folgende drei 
Untersuchungsgruppen geteilt: Gruppe 1: makroskopisch arterio- 
sklerosefrei (3 Aorten), Gruppe 2a und 2b: maBige Arteriosklerose 
(6 bzw. 4 Aorten), Gruppe 3a und 3b: schwere Arteriosklerose (je 
7Aorten.) Da die vorliegende Fragestellung méglichst quantitative 
Angaben iiber den Gehalt an MPS der Arterienwand und ihre Zusammen- 
setzung erforderte, muBte die Darstellung und Reinigung der MPS der 
einzelnen Untersuchungsgruppen méglichst hohe Ausbeuten bei méglichst 
hohem Reinheitsgrad bei méglichst weitgehender Vermeidung von De- 
polymerisierung und Denaturierung des Ausgangsmaterials ergeben. Um 
fiir die einzelnen Untersuchungsgruppen vergleichbare Werte zu erhalten, 
wurde die Aufarbeitung in fiinf Parallelansiitzen (1, 2a, 2b, 3a, 3b) 
durchgefiihrt. 

Die Darstellung der Gesamt-MPS umfaBte folgende Schritte: enzy- 
matische Proteolyse durch Papainverdauung, Dialyse und Einengung des 
Volumens unter vermindertem Druck, Alkoholfallung bei verschiedenem 
pu und Phenolextraktion. 

Die Papainhydrolyse verbindet eine weitgehende Extraktion der 
zum gréBten Teil chemisch und mechanisch fest im Gewebe verankerten 
MPS mit der Beseitigung der Begleitproteine. 

Die Papainhydrolyse wurde schon mehrfach von anderen Autoren angewandt, 
die hiermit z. B. HA aus der Synovialfliissigkeit (Rind) in weit hGherem Reinheits- 
grad erhalten konnten als durch Behandlung mit Trypsin und Pepsin’. Auch fir 
das CSA wurde eine weitgehende, aber nicht vollstandige Entfernung der Protein- 
anteile erreicht®. Diese Tatsache muB in Verbindung mit der gleichzeitigen Herab- 
setzung der Viskositat sowohl bei HA wie CSA so gedeutet werden, da beide MPS 
einmal auch unter physiologischen Verhaltnissen geringe am Molekiilaufbau be- 
teiligte Protein- bzw. Peptidmengen enthalten, die einer Verkniipfung der Poly- 
saccharid-Kettenmolekiile dienen und durch Papain angegriffen werden, zum an- 
deren jedoch mit dem Proteinanteil in papainresistenter Bindung verkniipft sind. Es 
kann nach diesen Untersuchungen als erwiesen angesehen werden, daB die MPS- 
Komponente selbst nicht verandert wird. 

Die anschlieBende Dialyse und Alkoholfallung im sauren, neutralen 
und alkalischen Milieu dienen der Entfernung niedrigmolekularer und 
alkoholléslicher (z.T. durch den enzymatischen Proteinabbau ent- 
standener) Bestandteile und fiihren zu einer Anreicherung der MPS 
gegeniiber dem Ausgangsmaterial auf etwa das Zehnfache. Die dritte 
Alkoholfillung wird nach Lésen und Gefriertrocknung mit 95°, Phenol 


7 B.S. Blumberg u. A. G. Ogston, Biochem. J. 66, 342 [1957]. 
8 H. Muir, Biochem. J. 69, 195 [1958]. 
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extrahiert. Aus dem Phenolextrakt lit sich nach Alkoholfillung, Dialyse 
und Gefriertrocknung ein Glykoproteid gewinnen, das mit seinem Gehalt 
von 14—18% Gesamthexosamin und zufolge des Fehlens von Uronsiiure 
und seines niedrigen S-Gehaltes in die Gruppe der neutralen MPS ein. 
zuordnen ist (Analyse s. Abschnitt V). Daf sich neutrale Glykoproteide 
durch Phenolextraktion von Begleitsubstanzen abtrennen und anreichern 
lassen, ist schon seit langerem bekannt und zuerst am Beispiel der Rein. 
darstellung von Blutgruppensubstanzen® gezeigt worden. 

Der nach Phenolextraktion unlésliche Riickstand enthalt dagegen 
die sauren MPS, die nach Dialyse und Gefriertrocknung als Gemisch 
der einzelnen MPS-Sauren mit einem Hexosamingehalt zwischen 24 und 
27% anfallen und weiter fraktioniert werden miissen. Aus Tab. 2 ist 
ersichtlich, welche Ausbeuten an sauren und neutralen MPS in dem be. 
schriebenen Aufarbeitungsgang erhalten werden. Es zeigt sich, daB in der 
menschlichen Aorta neben sauren MPS ein etwa gleich groBer Anteil an 
neutralen MPS vorhanden ist und daf die Ausbeuten an sauren und 
neutralen MPS mit zunehmendem arteriosklerotischen Befall ent- 
sprechend dem friiher beschriebenen Anstieg der Hexosamine hoéher 
werden. Der Anstieg der sauren MPS von 0,57% auf 1,37% und der 
neutralen MPS von 0,72% auf 1,10°% entspricht histochemischen Unter. 
suchungen?®, die eine Zunahme von MPS bei Arteriosklerose und auch 
mit steigendem Lebensalter ergaben. 

Bei dem*in der Rubrik ,,unléslicher Riickstand‘‘ aufgefiihrten 
Material handelt es sich um enzymatisch nicht angreifbare Reste dystro- 
phisch verkalkter arteriosklerotischer Herde. Die zum Teil fingernagel- 
groBen 1—2 mm dicken kalkharten Platten bestehen zu iiber 80% aus 
Ca;(PO,4).. Sie enthalten ferner Magnesium und Carbonat. 


Tab. 2. Gehalt an sauren und neutralei Mucopolysacchariden in menschlichen 
Aorten unter Normalverhaltnissen (1) und in verschiedenen Arteriosklerosestadien 
(2 und 3; TG = Trockengewicht). 























Untersuchungsgruppe 1 2a 2b 3a 3b 
Ausgangsmaterial (fettfreies TG ing) . . .|14,4 |49,7 | 23,3 |60,0 | 89,9 
saure MPS (in®%desTG)........ 0,57 | 1,21 | 0,78 | 1,38 | 1,37 
neutrale MPS (Phenolextrakt, in % des TG) | 0,72 | 1,03 | 1,07 | 1,17] 1,10 
unloslicher Riickstand (in % des TG) . . .| — 0,02 | 0,14 | 3,50 | 10,80 


II. Chemische Zusammensetzung und Fraktionierung 
der sauren Mucopolysaccharide 


a) Chemische Zusammensetzung 
Der nach Phenolextraktion zuriickbleibende Kohlenhydratanteil er- 
weist sich auf Grund des Gehaltes an Hexosaminen, Uronsiaure, Stick- 


9 W. Morgan u. H. King, Biochem. J. 37, 640 [1943]. 
10 G. Holle u. W. Siedschlag, Acta histochem. 5, 369 [1958]; C. Bunting 
u. H. Bunting, A.M. A. Arch. Pathol. 55. 257 [1953]. 
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stoff und Schwefel als ein Gemisch saurer MPS. Die Werte der Tab. 3 
zeigen jedoch, daf ihre Zusammensetzung sowohl bei arteriosklerosefreien 
wie arteriosklerotischen Aorten relativ konstant ist und sich somit an der 
Gesamtbilanz der sauren MPS — abgesehen von ihrer Absolutzunahme — 
wenig andert. Eine Beziehung der zwischen 24 und 27% schwankenden 
Werte fiir Hexosamin und 18—20%, fiir Uronsiure zu fehlendem oder 
vorhandenem arteriosklerotischem Befall ist jedenfalls nicht erkennbar. 
Auffallig ist jedoch die Tatsache, daB im Gegensatz zum Ausgangsmaterial 
(Gesamtaorta) das Verhiltnis Glucosamin/Galaktosamin in der Gruppe 1 
1:1 betragt, bei ausgeprigter Arteriosklerose dagegen eine Verschiebung 
dieses Verhaltnisses zugunsten des Galaktosamins stattfindet. Damit wird 
deutlich, daB die friiher beschriebene™, vorwiegend das Glucosamin be- 
treffende Zunahme der Gesamthexosamine zum groBen Teil durch eine 
Zaunahme der glucosaminhaltigen neutralen MPS bedingt ist. Der geringere 
Hexosamin- und Schwefelgehalt in Gruppe 1 ist in Anbetracht der 
Stickstoffanalyse mit 4,1% gegeniiber 3,3—3,5% bei den anderen 
Gruppen nicht besonders zu bewerten. Die in Tab. 3 zusammengestellten 
Analysen der Gesamt-MPS sind vergleichbar mit den Werten, die von 
Kirk und Dyrbye® fiir die Gesamt-MPS menschlicher Aorten in ver- 
schiedenen Altersklassen angegeben wurden. Sie stimmen mit den vor- 
liegenden Angaben iiberein, sowohl in bezug auf die Werte fiir Gesamt- 
hexosamine (23,8—26,8%) als auch in dem Befund, daB bei Individuen 
hdherer Altersklassen der Galaktosamingehalt héher ist als bei jiingeren 
Individuen. 

Tab. 3. Chemische Zusammensetzung der sauren Gesamtmucopolysaccharide aus 


menschlichen Aorten. (Arteriosklerosefrei (1) und in verschiedenen Arteriosklerose- 
stadien (2 und 3), Angaben in % des Trockengewichts.) 











Pr oil Hexosamin | Glucosamin/ on N R 
grup me ‘ (gesamt) Galaktosamin 
1 24,6 bea —* 4,1 1,82 
2a 27,0 1:1,1 19,7 3,3 2,88 
2b 26,2 | ie 18,1 3,4 2,97 
3a 26,4 1:1,2 17,7 3,5 2,87 
3b 27,5 1:1,1 18,6 3,5 2,90 














* nicht untersucht 


b) Fraktionierung der sauren Mucopolysaccharide 

Zur Fraktionierung von Gemischen saurer MPS lassen sich ver- 
schiedene Trennungsmethoden anwenden, unter denen bisher vor allem 
Alkoholfallungen™, z.T. in Gegenwart von Bariumsalzen!* und in 
Kombination mit siulenchromatographischer Trennung", sowie elektro- 


11K. Meyer, A. Linker, E. Davidson u. B. Weissmann, J. biol. 
Chemistry 205, 611 [1953]. 

12H. Smith u. R. Gallop, Biochem. J. 58, 666 [1953]. 

13 §. Gardell, Acta chem. scand. 11, 668 [1957]. 
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phoretische Verfahren benutzt wurden. Da keine dieser Methoden 
optimale Bedingungen bietet, schien es gerechtfertigt, im vorliegenden 
Fall ein neuartiges siulenchromatographisches Trennverfahren fiir sa ure 
MPS einzusetzen. Grundlage dieses Trennverfahrens bildet die Tatsache, 
daB die sauren MPS als Polyanionen mit langkettigen quartaéren Am- 
monium basen — wie z. B. Cetylpyridiniumchlorid — in Wasser unldésliche 
Komplexe bilden, die bei bestimmten, fiir die einzelnen sauren MPS 
charakteristischen Elektrolytkonzentrationen wieder dissoziieren und so 
in Lésung gebracht werden kénnen. 

Dieses von Scott'* und Stacey” vorgeschlagene Fraktionierungsprinzip 
wurde z. B. zu einer Trennung und Reinigung von Heparin benutzt!*, bei der Frak- 
tionen mit besonders hoher Blutgerinnungsaktivitat gewonnen werden konnten., 
Auch auf die Trennung neutraler MPS wurde es mit Erfolg angewandt!’. Die an- 
gegebenen Verfahren arbeiten jedoch nach dem Prinzip der fraktionierten Fallung, 
ohne von der Méglichkeit einer siulenchromatographischen Fraktionierung durch 
successive Elektrolytkonzentrationserhéhung der primaér durch CPC ausgefallten 
MPS Gebrauch zu machen. 


Bei der im Versuchsteil genauer beschriebenen Trennung der sauren 
MPS aus menschlichen Aorten wurde die wiBrige Lésung des MPS-Ce- 
misches auf mit 1% CPC gewaschene Cellulosesiulen aufgetragen und 
nacheinander mit 1% CPC, 0,1n, 0,25n, 0,5n, 1,5n und 2,0n MgCl, eluiert. 
Man erhalt auf diese Weise 6 verschiedene Fraktionen, in die sich die 
einzelnen sauren MPS — wie Tab. 4 zeigt — in charakteristischer Weise 
einordnen. 


Tab. 4. Verteilung saurer Mucopolysaccharide bei saéulenchromatographischer 
Fraktionierung der Cetylpyridiniumchlorid-Komplexe mit MgCl. 











Frakt. Nr. [ II Til IV V VI 
Elutions- 1% 0,1n 0,25n 0,5n 1,5n 2,0n 
mittel CPC MgCl,| MgCl, MgCl, MgCl, | MgCl, 
eluiertes | Keratosulfat} — |HA Chondroitin | CSA-A | Heparin 
saures (neutrale (Chondroitin,| (sulfat- CSA-B 
MPS MPS, Glyko- sulfatfrei*) | haltig) 
proteide) 




















* natiirliches Vorkommen nicht bewiesen. 


Das mit CPC im Uberschu8 ein wasserlésliches Salz (keine Pri- 
zipitation) bildende Keratosulfat und eventuell noch vorhandene Anteile 
an neutralen MPS erscheinen in Frakt. I, Hyaluronsiure und das natiirlich 
nicht vorkommende galaktosaminhaltige Isomere (sulfatfreies Chon- 
droitin) in Frakt. III, das natiirlich vorkommende Chondroitin (mit 
einem Sulfatgehalt von mindestens 2°) in Frakt. IV, Chondroitinsulfat 
A und B in Frakt. V und Heparin in Frakt. VI. 

4 T. Scott, Biochem. J. 62, 3lp [1956]. 

15 M. Stacey in Biochemistry of Nitrogen, Suomalainen Tiedeakatemi, 
Helsinki (1955), S. 362. 

16 T. Scott, S. Gardell u. I. Nilsson, Biochem. J. 67, 7 p [1957]. 

17 §. Gardell, H. Palmstierna u. I. Scott, Acta chem. scand. 11, 1792 
[1957]. 
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Das hier angegebene Verteilungsmuster der sauren MPS wurde mit 
authentischen Substanzen verschiedener Herkunft** ermittelt: Die 
Fraktionierung der sauren MPS erfolgt bei diesem Verfahren nach der 
Anzahl ihrer sauren Gruppen, wie folgender Versuch zeigt: Fiihrt man 
bei einem chromatographisch einheitlichen CSA (Fraktion V) durch Be- 
handlung mit salzsaurem Methanol und nachfolgende Verseifung der 
entstandenen Methylester!’ eine partielle Desulfurierung durch, so lassen 
sich bei Rechromatographie drei verschiedene, durch ihren Schwefelgehalt 
charakterisierte Fraktionen gewinnen: Fraktion III (S=< 0,05%), Frak- 
tion LV (S=1,3%), Fraktion V (S=4,9%). 














Fe 45 55 67 6977 90 93 102 T6718 126 139 2 
ll IV V VI 





HA Chondroitin CSA Heparin 
1,86mg= 93% 1,81 mg=91% 1,98mg=99% 2,20mg=110% 
Abb. 1. Fraktionierung eines Gemisches saurer MPS an der Cellulosesiule mit 
CPC/MgCl,. (Referenzsubstanzen: je 2mg HA, Chondroitin, CSA und Heparin). 
Die negativen Fraktionen I + II sind nicht eingezeichnet. Einzelheiten siehe 
Versuchsteil. 


DaB dieses Verfahren nicht nur eine Trennung der einzelnen MPS- 
Komponenten, sondern auch ihre quantitative Bestimmung ermdéglicht, 
l4Bt sich an Wiedergewinnungsversuchen zeigen. Abb. 1 veranschaulicht 
das Ergebnis eines Versuches, bei dem eine Mischung von Testsubstanzen 
(je 2mg HA, Chondroitin, CSA und Heparin) zur saiulenchromato- 
graphischen Trennung eingesetzt wurde und nach Elution mit je 30 ml 
der oben angegebenen Elutionsmittel die je 1—2 m/ enthaltenden Unter- 
fraktionen auf ihren Gehalt an MPS untersucht wurden (Carbazolreaktion). 
Es zeigt sich, daB diese Methode nicht nur auf kleinste MPS-Mengen 
anwendbar ist, sondern auch mit einer Genauigkeit arbeitet, die er- 
forderlich ist, um Verinderungen der MPS-Relation beim Vergleich der 
isolierten MPS-Gemische aus menschlichen Aorten quantitativ zu ver- 
folgen. Die hier wiedergefundenen Mengen zwischen 91 und 112%, die 


18 Th. Cantor u. M. Schubert, J. Amer. chem. Soc. 79, 152 [1957]. 

** Keratosulfat: praparativ aus Rindercornea dargestellt (s. Versuchsteil), 
Hyaluronsaure: Praparat Dr. Gibian, Schering AG, Berlin, 
Chondroitin: praparativ aus CSA dargestellt nach 1. c. 8, 

CSA-A: Handelspraparat chromatographisch gereinigt, 
CSA-B: Praparat Dr. Winterstein, Basel, 
Heparin: Handelspraparat (Hoffmann-La Roche AG, Basel). 













Saulenchromatographische Fraktionierung saurer 


Tab. 5. 





Mucopolysaccharide aus menschlichen 


und mit (2a—3b) arteriosklerotischem Befall. 


Aorten ohne (1) 
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jedoch bei anderen Praparaten erheblich 
niedriger liegen kénnen, sind nicht nur 
ein MaB fiir die Genauigkeit der kolorime. 
trischen Bestimmungsmethode, sondern 
vor allem fiir die Reinheit des betreffenden 
Praparates. 

Fiir die Untersuchung der sauren 
MPS aus Aorten wurden je 20 mg des 
nach Abschnitt I gewonnenen MPS-Ge. 
misches eingesetzt. In Tab. 5 sind die Er. 
gebnisse fiir die einzelnen Untersuchungs. 
gruppen zusammengestellt. Die Werte fiir 
die Gruppe 1 (arteriosklerosefrei) zeigen 
zunichst, da die sauren Gesamt-MPS in 
der gesunden menschlichen Aorta sich 
nach Fraktionierung der CPC-Komplexe 
mit MgCl, in 5 vers¢hiedene Komponenten 
auftrennen lassen. Mit 47,3% fallt auf 
CSA der gréBte Anteil, wihrend HA und 
Chondroitin nur je etwa 4/, der Gesamt- 
MPS ausmachen. 

Die_ ,,Keratosulfatfraktion’ ist als 
zweitgroBter Anteil zwar mit 23% am 
MPS-Spektrum beteiligt, doch ist zu _be- 
riicksichtigen, da in ihr auch Anteile an 
mit CPC nicht fillbaren neutralen MPS, 
die bei der Aufarbeitung nicht vollstandig 
entfernt wurden, enthalten sein kénnen. 
Nur wenige °%, macht das in der Heparin- 
fraktion erscheinende MPS aus. Vergleicht 
man diese fiir die normale menschliche 
Aorta giiltigen Werte mit den Angaben 
von Meyer’, so lassen sich fiir HA und 
CSA Parallelen feststellen, da deren Anteil 
an den sauren MPS mit 1/, bzw.1/, an- 
gegeben wurde. Keine Aussagen sind da- 
gegen dariiber méglich, ob die hier ge- 
fundene Heparinfraktion mit dem von 
Meyer isolierten Heparitinsulfat (Heparin- 
monosulfat) in Beziehung steht, da die 
hier gefundenen geringen Mengen fiir eine 
praparative Darstellung und chemische 
Analyse nicht ausreichend waren. Uber 
das Vorkommen von Chondroitin in der 
Aorta wurde bisher noch niemals_ be- 
richtet. 
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Zieht man das MPS-Spektrum der normalen arteriosklerosefreien 
Aorta als Basis fiir einen Vergleich mit arteriosklerotischen Aorten heran, 
so lassen sich charakteristische Abweichungen feststellen: Besonders auf- 
fillig und eindeutig ist die Abnahme des Gehaltes an HA von 13,3 auf 
5,2%. Dieser betrichtliche HA-Verlust in arteriosklerotischen Aorten 
erscheint besonders bedeutungsvoll im Hinblick auf die Funktion der HA 
im Bindegewebe. Ihre relativ hohe Konzentration in der gesunden Aorta 
(und im Ligamentum nuchae), dagegen ihr Fehlen in immobilem Gewebe 
wie z. B. der Sclera spricht fiir eine Funktion der hochviscosen HA bzw. 
ihrer Proteinkomplexe als ,,Gleitmittel‘‘ fiir die fibrilliren Elemente 
(elastische und kollagene Fasern), die durch staéndige Expansion und 
Kontraktion physiologischerweise einer starken mechanischen Bean- 
spruchung ausgesetzt sind. Der mit zunehmender Arteriosklerose ver- 
bundene Elastizitatsverlust der Aorta, der sich auch in einer Abnahme 
des Elastins zu erkennen gibt!*, ist eine sinnvolle Erklirung fiir das 
gleichzeitige Absinken des HA-Spiegels. 

Entgegengesetztes Verhalten zeigt das CSA, dessen Zunahme um 
fast 50% sich innerhalb der Gesamt-MPS (Tab. 3) bereits im Galaktos- 
aminanstieg bemerkbar machte. Auf die Frage, ob der CSA-Anstieg in 
arteriosklerotischen Aorten im Zusammenhang mit der gleichzeitigen ver- 
mehrten Kinlagerung von Calciumsalzen steht, wird unten eingegangen. 
Wichtig erscheint jedoch, daB die CSA-Zunahme begleitet ist von einer 
gleichzeitigen Verminderung der Chondroitin-Fraktion. Da dem Chon- 
droitin die Rolle einer Stoffwechselvorstufe des CSA zugeschrieben wird?®, 
ist seine Menge gleichzeitig ein MaB fiir die Intensitit des CSA-Umsatzes. 
OSA-Anhaufung bei gleichzeitiger Chondroitin-Verminderung ist daher 
als Ausdruck einer herabgesetzten Stoffwechselaktivitait der Arterienwand 
— speziell der sulfathaltigen MPS — zu werten. 

In der Rubrik ,,Defizit‘‘ sind die durch die MPS-Nachweisreaktion 
nicht erfaBbaren Anteile der gepriiften MPS-Gemische aufgefiihrt. Es 
handelt sich hierbei um Proteinanteile, die jedoch weniger als Ausdruck 
einer nicht vollstindig gelungenen Entfernung unspezifischer Begleit- 
proteine anzusehen sind, als vielmehr auf die Tatsache hinweisen, daB 
ein Teil der sauren MPS (speziell das CSA)§ mit Protein in kovalenter 
Bindung verkniipft ist. Dies scheint vor allem fiir die arteriosklerose- 
freie Aorta (Untersuchungsgruppe 1) zuzutreffen, worauf auch die Stick- 
stoffanalyse in Tab. 3 hinweist. 


Ill. Praparative Darstellung und chemische Identifizierung 
der sauren Mucopolysaccharide menschlicher Aorten 


Der siulenchromatographische Nachweis der sauren MPS in mensch- 
lichen Aorten macht zwar das Vorhandensein der gefundenen MPS sehr 
wahrscheinlich, der Beweis muBte jedoch durch Isolierung und chemische 
Identifizierung der Einzelfraktionen erbracht werden. Zudem war zu 





19 K, Meyer, J. biol. Chemistry 211, 605 [1954]. 
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priifen, ob die nach Trennung der Aorten-MPS auftretenden Fraktionen 
einheitliche Zusammensetzung aufwiesen oder Gemische mehrerer Kom. 
ponenten vorlagen, wie das z. B. in Frakt. I, III und V (Tab. 4) méglich 
wire. 

Das angewandte analytische Trennverfahren laBt sich durch \ er. 
gréBerung der Siulendimensionen und entsprechende Erhéhung des 
Elutionsvolumens auf praparativen Mafistab umstellen, so daB z. B. bei 
einem Saulenvolumen von 200 ml und schrittweiser Elution mit je 400 ml 
Elutionsmittel etwa 500mg eines MPS-Gemisches getrennt werden 
kénnen. Die einzelnen MPS lassen sich aus den entsprechenden Fraktionen 
durch Alkoholfallung, Dialyse und Gefriertrocknung gewinnen, wobei die 
fiir die nachfolgende Analyse notwendige Reinigung allerdings unver. 
meidliche Verluste mit sich bringt. Im vorliegenden Fall wurden 549 mg 
(vereinigte Gesamt-MPS der Untersuchungsgruppen 2b, 3a und 3b) 
chromatographiert, von denen 399,9mg (= 73%) zuriickgewonnen 
wurden, die sich auf die Fraktionen wie folgt verteilen: Frakt.I 125,6 mg, 
Frakt. III 25,3 mg, Frakt. 1V 25,6 mg, Frakt. V 223,4mg. Aus den 
Fraktionen II und VI konnten keine fiir eine Analyse ausreichenden 
Substanzmengen isoliert werden, obwohl nach Alkoholfallung ein gering- 
fiigiger Niederschlag auftrat. 


In Tab. 6 ist die chemische Zusammensetzung der isolierten MPS. 
Fraktionen aus menschlichen Aorten mit der der entsprechenden Test- 
substanzen verglichen. 


Tab. 6. Chemische Zusammensetzung von MPS-Fraktionen aus menschlichen Aorten. 
Angaben in % des Trockengewichts (die Vergleichswerte fiir HA, CSA, Chondroitin 
und Keratosulfat beziehen sich auf die oben angegebenen Referenzsubstanzen). 

















nag“ N Ss Glucosamin |Galaktosamin|Uronsaure 
Frakt. III 3,28 0,17 26,9 — 31,5 
Hyaluronsaure 3,08 0,05 31,0 — 37,9 
Frakt. V 2,33 4,3 — 28,2 21,1 
Chondroitinsulfat 2,47 5,2 — 32,3 35,9 
Frakt. IV 2,24 1,9 aA 15,7 28,9 
Chondroitin 2,54 1.3 — 22,9 39,8 
Frakt. I 4,5 4,8 21,5 — — 
Keratosulfat 3,1 5,3 27,4 — — 

















Aus den dort angefiihrten analytischen Daten geht hervor, daB 
Frakt. IIT identisch ist mit HA. Wenn auch die analytischen Werte etwas 
niedriger liegen als bei der hochgereinigten Vergleichssubstanz, 1aBt doch 
das véllige Fehlen von Galaktosamin und der S-Gehalt von 0,17% keinen 
Zweifel daran zu, daB hier HA vorliegt. 


Frakt. V entspricht in ihrer Zusammensetzung dem CSA. Bezeich- 
nenderweise wird hier nur das fiir das CSA charakteristische Galaktosamin 
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gefunden, wihrend Glucosamin fehlt. Die aquimolaren Anteile von 
Galaktosamin und Uronsiure und der S-Gehalt von 4,3% schlieBen die 
Anwesenheit anderer S-haltiger MPS (Heparin, Heparitinsulfat) aus. Auch 
hier liegen die Analysenwerte im ganzen etwas niedriger als bei der 
Bezugssubstanz. 

Bei der Chondroitin-Fraktion handelt es sich jedoch nicht um ein 
yvollig einheitliches MPS, da hier neben dem erwarteten. Galaktosamin 
betriichtliche Glucosaminanteile gefunden wurden. DaB es sich hier jedoch 
nicht um eine Verunreinigung mit HA handelt, ist wegen des etwas héher 
liegenden S-Gehaltes wahrscheinlich, aber auch deshalb, weil HA und 
Chondroitin sich bei diesem Fraktionierungsverfahren einwandfreitrennen 
lassen. Andererseits spricht der S-Gehalt nicht gegen das Vorliegen von 
Chondroitin, da nach neueren Untersuchungen von Meyer auch die 
reinsten Chondroitin-Praparate noch mindestens 2% Sulfat enthalten. 
Der Sulfatgehalt des hier verwendeten Chondroitin-Praparates betrigt 
entsprechend dem S-Gehalt von 1,3 einem Wert von 3,9%. 

Die Keratosulfatfraktion 14Bt sich nicht in analytisch sehr reiner 
Form gewinnen. Dies zeigt schon die Stickstoffanalyse an, die mit 4,5% 
wesentlich héher liegt als bei dem aus Rindercornea isolierten Praparat. 
Fiir die Anwesenheit von Restproteinen in dieser Fraktion spricht auch 
der papierchromatographische Nachweis von Aminosiuren. Die Galaktose 
als Baustein des Keratosulfats wurde ebenfalls papierchromatographisch 
identifiziert, daneben war jedoch ein weiterer Neutralzucker, der auf 
Grund seiner typischen Fluoreszenz nach Anilinphthalat als Aldopentose 
(oder Methylpentose) anzusprechen war, nachweisbar. Der hohe S-Ge- 
halt in Verbindung mit den Glucosaminwerten (bei vélligem Fehlen des 
Galaktosamins) und der Nachweis der Galaktose machen jedoch das 
Vorhandensein von Keratosulfat in der Aorta zumindest sehr wahr- 
scheinlich. Die Gewinnung reiner Keratosulfatfraktionen ist vor allem 
durch die relativ bessere Alkoholléslichkeit der Salze des Keratosulfats 
bedingt. Da der Darstellungsgang jedoch iiber Alkoholfallungen ver- 
liuft, ist wihrend der Aufarbeitung mit Verlusten zu rechnen. 

Die priparative Darstellung des CSA aus menschlichen Aorten er- 
laubt auch die Klairung der Frage, welche CSA-Typen in der isolierten 
Fraktion V vorliegen. Da CSA-C typisch ist fiir undifferenziertes Binde- 
gewebe (z. B. Fibroblasten in Gewebskulturen) und die bisherigen Unter- 
suchungen keinen Anhalt fiir dessen Vorliegen in der Aorta gaben, wurde 
der Gehalt an CSA-A und CSA-B bestimmt. Hierzu wurde eine von 
Berenson” beschriebene siulenchromatographische Fraktionierungs- 
methode verwandt, bei der die unterschiedliche Alkoholléslichkeit der 
Zinksalze von CSA-A und CSA-B fiir die Trennung ausgenutzt wird. 

Abb. 2 gibt das Ergebnis eines Versuchs wieder, aus dem hervorgeht, 
daB in der Aorta des Menschen CSA-A und CSA-B zu etwa gleichen Teilen 
vorhanden sind. Das Léslichkeitsoptimum fiir CSA-A liegt bei einer 


20 G. Berenson, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 28, 176 [1958]. 
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Konzentration von 65—67% 0,1m Zinkacetat, wihrend das CSA-B erst 
bei héherer Zinkacetatkonzentration in Lésung geht. Die Identitat des 
2. Gipfels mit CSA-B wurde durch Kontrolle mit reinem CSA-B (8-Heparin) 
gesichert. 


f CJCSA-A 
_— BESICSA-B 
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50 45 40 35 33 30 20 1 - n-Propanol 


Abb. 2. Trennung der Chondroitinsulfatfraktion aus menschlichen Aorten in CSA-A 

und CSA-B durch saulenchromatographische Fraktionierung mit Zinkacetat/n- 

Propanol (aufgetragen 10 mg Substanz aus Fraktion V: CSA-A 4,20 mg, CSA-B 
5,93 mg). 


IV. Beziehung zwischen CSA-Vermehrung und Calcium- 
Einlkagerung in arteriosklerotischen Aorten 


DaB atheromatése Herde sekundir durch Einlagerung von Mineralien 
verfestigt werden, konnte in Abschnitt I durch Isolierung des Calcium- 
phosphats gezeigt werden. Die vermehrte Einlagerung von Ca tritt jedoch 
nicht nur im Zusammenhang mit dystrophischen und nekrotischen Pro- 
zessen auf, sondern ist ganz allgemein fiir arteriosklerotische wie auch fiir 
alternde GefaBe charakteristisch. Die von uns gefundene Erhéhung des 
CSA-Gehaltes in arteriosklerotischen Aorten fiihrt zu der Frage, ob die 
polyanionische Struktur des CSA, dessen stark saure Gruppe eine Ab- 
sittigung mit zweiwertigen Kationen méglich macht, in Beziehung steht 
zu der vermehrten Calciumeinlagerung in der arteriosklerotischen GefiB- 
wand. Es war daher zu priifen, ob dem Calcium die Fahigkeit zukommt, 
mit CSA Komplexe zu bilden, deren Stabilitiit die Annahme einer solchen 
Beziehung wahrscheinlich macht. 


Da die Komplexbildung eine Konkurrenzreaktion zwischen Metallion 
und Proton darstellt, lassen sich aus exakt aufgenommenen Neutralisations- 
kurven mit und ohne Metall Aussagen iiber die Stabilitét der entspre- 
chenden Metallkomplexe machen (bzw. Berechnungen der Stabilitats- 
konstante durchfiihren). 


Fiir eine Protonenabgabe kommen im CSA primar nur Sulfat- und 
Carboxylgruppen in Betracht, wobei allerdings zu beachten ist, daB auch 
gereinigtes CSA stets einen fest gebundenen Anteil an spezifischen 
Residualproteinen mit vorwiegend Monoaminodicarbonsauren enthalt®. 














(1960) 


B erst 
it deg 
parin) 








Bd. 318 (1960) | Untersuchungen zur Chemie der Arterienwand, V 45 


Abb. 3 gibt die Neutralisationskurven* fiir CSA in Gegenwart von Ca?°, 
Mg?° und Zn?® wieder. 


Die mehrstufige Dissoziation der Chondroitinschwefelsiure ist aus 
der Neutralisationskurve nicht zu ersehen, da die py-Werte fiir Carboxyl- 
und Sulfatgruppen unterhalb des py-Ausgangswertes der Titrationskurve 
liegen (px 3,39). Die Titrationskurven fiir Ca und Mg lassen zwar eine 
pa-Depression in keinem Falle erkennen; aus der Identitaét mit der 
Neutralisationskurve geht aber zunichst nur hervor, daB eine durch 
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Abb. 3. Potentiometrische Titration von CSA in Gegenwart von Ca?*, Mg®® und Zn”® 
(molare Konzentration von CSA bezogen auf die Disaccharideinheit [Mol.-Gew. 459] 
1,5 + 10-2m, Konzentration an Metall 5 - 10-°m, Titration mit 0,5n KOH). 


Protonenabgabe erkennbare Komplexbildung nicht stattfindet. Die Tat- 
sache, daB jedoch die erwartete Bildung von Ca- bzw. Mg-Hydroxyd im 
alkalischen Milieu ausbleibt, weist fiir diese beiden Metalle auf das Vor- 
handensein anderer Bindungskrifte (koordinative Bindungen) hin. Thre 
Wirksamkeit zeigt sich darin, daB die Chondroitinschwefelsiure auch bei 
stark alkalischem py wasserlésliche Ca- bzw. Mg-Salze bildet. Dies trifft 
jedoch fiir das Zink nicht zu: Bei Titration in Gegenwart von Zink 
kommt es bei pu 7,6 zur Bildung von Zinkhydroxyd. 


Das Ergebnis der potentiometrischen Titration zeigt also einmal, daB 
eine Komplexbildung zwischen Ca bzw. Mg und der Chondroitinschwefel- 
siiure nicht erkennbar ist, wenn lediglich die Protonenabgabe des Liganden 
fiir die Bewertung herangezogen wird, daB aber andererseits aus dem 
Verlauf der Neutralisationskurve auf das Vorhandensein koordinativer 
Bindungen geschlossen werden kann, die eine Beziehung zwischen dem 
Chondroitinsulfatanstieg und der vermehrten Ca-Einlagerung in der 
arterioskerotischen Arterienwand wahrscheinlich machen. 


* Fiir die Aufnahme und Diskussion der Titrationskurven (Titrigraph 
SBR,/SBU, Radiometer) danke ich Herrn Dr. W.Schaeg, Physiol.-Chem. Institut 
Tiibingen. 
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V. Chemische Zusammensetzung der neutralen MPS 


An der Vermehrung polymerer Kohlenhydrate in der arterioskiero. 
tischen Gefé8wand sind auch — wie Tab. 2 zeigt —neutrale MPS bete ligt, 
DaB weder iiber ihre Existenz in der Arterienwand noch iiber ihre 
chemische Zusammensetzung bisher berichtet wurde, ist um so er. 
staunlicher, als sie fast in gleicher Menge wie die sauren MPS auftreten 
und — wie Tab. 7 zeigt — eine giinzlich andere chemische Zusammen.- 
setzung aufweisen. 

DaB es sich bei den aus Phenol fillbaren in Tab. 7 aufgefiihrten 
Kohlenhydratfraktionen um neutrale MPS handelt, ergibt sich aus der 
chemischen Analyse, die durch das Vorhandensein von Hexosamin und 
Neutralzucker und durch Fehlen nennenswerter Mengen an Uronsiiure 
und Sulfat, dessen Werte zwischen 0,3 und 0,7 % variieren, gekennzeichnet 
ist. Auf das Vorliegen eines Kohlenhydrat-Protein-Komplexes weisen die 
gegeniiber den sauren Mucopolysacchariden erhéhten Stickstoffwerte und 
die erniedrigten Hexosaminanalysen hin, wobei.die Proteinanteile, die 
(auf Grund der Stickstoffanalyse berechnet) zwischen 20 und 50% liegen, 
bei arteriosklerotischem Befall héher anzusetzen sind, als bei arterio- 
sklerosefreien Aorten. Eine Anderung der chemischen Zusammensetzung 
in Abhangigkeit von arteriosklerotischen Prozessen ist jedoch sonst nicht 
erkennbar. Auffallig ist das Verhiltnis zwischen Glucosamin und Galaktos- 
amin. Im Gegensatz zu den sauren MPS besteht bei den neutralen MPS 
— namentlich bei arteriosklerotischem Befall — der Hexosaminanteil 
vorwiegend aus Glucosamin, das iiber 80°/, der Gesamthexosamine aus- 
macht. Charakteristische Bestandteile der neutralen MPS sind weiterhin 
die Neutralzucker, Galaktose, Mannose und L-Fucose. Nach dem Ergebnis 
der modifizierten Orcinreaktion betrigt das molare Verhiltnis Galaktose : 
Mannose 3:1. Da die Fucose mit nur 1—2° am Aufbau der neutralen 
MPS beteiligt ist, wurde neben dem kolorimetrischen Nachweis eine 
papierchromatographische Identifizierung vorgenommen, die das Vor- 
kommen dieser Methylpentose in der Aorta zweifelsfrei bestatigte. Eine 
halbquantitative papierchromatographische Bestimmung von Galaktose, 
Mannose und L-Fucose ergab ein Mengenverhiltnis von etwa 10:3:1. 

Das regelmaBige Vorkommen von Neuraminsiure in relativ hoher 
Konzentration ist ein weiteres Merkmal der neutralen GefaBwand-MPS. 
Wenn auch quantitative Neuraminsiurebestimmungen in BlutgefaBen 
bisher nicht durchgefiihrt wurden, ist doch das Vorkommen der Neuramin- 
siure in Glykoproteiden verschiedenster Herkunft bekannt. Die Amino- 
zuckerkomponente der Neuraminsiure ist nach neueren Untersuchungen”! 
D-Mannosamin. Bei der siulenchromatographischen Trennung von Amino- 
zuckern an Dowex 50 erscheint das D-Mannosamin mit im ,,Glucosamin- 
gipfel“. Durch salzsaure Hydrolyse 148t sich jedoch die Aminozucker- 
komponente der Neuraminsiure nicht freisetzen. Uber das Vorkommen 
von D-Mannosamin in der Aorta des Menschen wird in Kiirze berichtet. 


21 D. Comb u. S. Roseman, J. Amer. chem. Soc. 80, 487 [1958]. 
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einhergehen und da® diese Grundsubstanzveriinderungen bei der Dis. 
kussion tiber die Genese pathologischer Zustinde eine groBe olle 
spielen. Die durchgefiihrten Untersuchungen zur quantitativen Bestim. 
mung und chemischen Analyse der MPS sind daher geeignet, Auf. 
schliisse tiber ihre Funktion unter physiologischen und pathologischen 
Bedingungen zu geben. 


Zur Isolierung und Fraktionierung der sauren MPS 
des Aortenbindegewebes 


Die fiir eine chemische Analyse notwendige priparative Isolierung 
der sauren MPS ist zwangsliufig mit einem Eingriff in ihren im Gewebe 
vorliegenden Funktions- und Strukturzustand verbunden. Die sauren 
MPS sind zwar chemisch als unverzweigte lineare Polymere von Di- 
sacchariden mit bestimmten, fiir die einzelnen MPS-Typen spezifischen 
Bausteinen und chemischen Bindungen relativ gut definiert, doch ist 
ebenso erwiesen, daf sie im Gewebe selbst als spezifische Proteinkomplexe 
noch unbekannter Struktur vorliegen, wie am Beispiel des Chondromuco- 
proteins™* gezeigt wurde. Jeder Versuch ihrer Isolierung und Reindar- 
stellung ist daher zwangsliufig mit Verinderungen ihrer Nativstruktur 
verbunden. Diese funktionell bedeutsamen Kohlenhydrat-Protein-Bin- 
dungen beschranken sich fiir die sauren MPS nicht nur auf heteropolare 
(salzartige) Bindungen, die von Carboxy]- und Sulfatgruppen des Kohlen- 
hydrats einerseits und von basischen Gruppen des Proteins andererseits 
vermittelt werden, sondern bestehen nach neueren Untersuchungen” 
auch in einer End- zu Endverkniipfung der Kohlenhydratketten durch 
niedrigmolekulare (dialysable) Peptideinheiten. 

Die hier angewandte Behandlung des fettfreien Aortengewebes mit 
,aktiviertem Papain“ bietet den Vorteil einer vollstindigen Freisetzung 
der sauren MPS**. Zwar findet auch eine teilweise Spaltung der spezi- 
fischen Briickenproteine statt?’, doch ist dieses Gewinnungsverfahren im 
ganzen sehr viel schonender als eine Alkaliextraktion, bei der es zu weit- 
gehender Depolymerisierung und, wie die Sulfatfreisetzung beweist, auch 
zur Destruktion des Kohlenhydrats selbst kommt. Die bei den weiteren 
Reinigungsschritten entstehenden Verluste bestimmter MPS sind auch 
bei quantitativem Arbeiten unvermeidlich, da die Salze des Keratosulfats 
eine nicht zu vernachlissigende Alkoholléslichkeit aufweisen und das 
auch in der Aorta des Rindes nachgewiesene Heparitinsulfat langsam 
Dialysiermembranen passiert. 

Die Fraktionierung der CPC-Komplexe der sauren MPS mit MgCl, 
ist ein Verfahren, bei dem die Zahl — nicht jedoch die raéumliche An- 
ordnung — der sauren Gruppen fiir den Trenneffekt entscheidend sind. 


*4 M. Schubert, Federation Proc. 17, 1099 [1958]. 
25 H. Webber u. S. Bayley, Canad. J. Biochem. Physiol. 34, 993 [1956]. 
26 H. Slack, Biochem. J. 60, 112 [1955]. 

2? M. Mathews, Arch. Biochem. Biophysics 61, 367 [1956]. 
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Dies zeigt sich deutlich am Verhalten von chromatographisch einheit- 
lichem CSA, das nach teilweiser Entfernung der Sulfatgruppen sich bei 
Rechromatographie in eine sulfatfreie (III), eine sulfatarme (IV) und 
eine sulfatreichere (V) Fraktion auftrennen liBt. Isomere Verbindungen 
wie sulfatfreies Chondroitin und HA kénnen daher ebenso wie CSA-A und 
(SA-B auf Grund dieser Methode nicht getrennt werden. Eine weitere 
Voraussetzung fiir ihre erfolgreiche Anwendbarkeit ist eine weitgehende 
durch Stickstoffanalyse zu kontrollierende Vorreinigung der sauren MPS, 
da die Anwesenheit gréBerer Proteinmengen die fiir die Trennung not- 
wendige Bildung wasserunléslicher CPC-Komplexe der sauren MPS 
verhindert. 


Zur Funktion der sauren MPS im Aortenbindegewebe 


Jedes Bindegewebe besitzt ein charakteristisches MPS-Spektrum, zu 
dem mindestens zwei — meist jedoch mehr — der heute bekannten sauren 
MPS gehéren. Es liegt nahe, diese MPS-Verteilung mit der speziellen 
Funktion des betreffenden Organs in Verbindung zu bringen. In der 
arteriosklerosefreien Aorta des erwachsenen Menschen bilden CSA, 
Chondroitin und HA mit zusammen iiber 75% die Hauptbestandteile. 
Die ihnen zufallende physiologische Funktion diirfte fiir die HA auf Grund 
ihres groBen Hydratationsvolumens®® einmal in der Speicherung und 
Fixierung von extrazellulirem Wasser bestehen. Der herabgesetzte 
Wassergehalt in alten und arteriosklerotischen Aorten findet seine zwang- 
lose Erklirung in dem gleichzeitigen Absinken des HA-Spiegels. Das 
Vorkommen von HA ist zum anderen charakteristisch fiir alle jenen 
bindegewebigen Organe, die einer hohen mechanischen Beanspruchung 
ausgesetzt sind. Die starken in der Aorta zwischen den einzelnen elastischen 
und kollagenen Fasern auftretenden Reibungskrifte werden von der 
viscosen, als Gleitsubstanz wirkenden HA aufgefangen — eine Funktion, 
die mit der bei zunehmender Arteriosklerose bedingten Verfestigung der 
Aorta und dem damit verbundenen Elastizitiitsverlust an Bedeutung 
verliert und sich chemisch in einer betriichtlichen Herabsetzung des 
HA-Gehaltes ausdriickt. 

Die biologische Funktion des CSA bzw. seiner Proteinkomplexe wird 
mit der Struktur kollagener Faserbiindel in Verbindung gebracht. Durch 
Ausbildung interfibrillirer Briicken erhéht das CSA als ,,Kittsubstanz“ 
die Reifbfestigkeit der Aorta. Ihre Vermehrung bei Arteriosklerose ist 
weiterhin bedeutungsvoll im Hinblick auf die Ionenaustauscherfunktion 
der sulfatierten MPS. Es ist bekannt, daB bei Knochenbildung bzw. Ver- 
knécherungsvorgangen im Knorpel die Festlegung des Calciums an den 
Stellen der CSA-Ablagerung beginnt und da alle Phasen des Knochen- 
wachstums eng mit der Anwesenheit von sulfathaltigen MPS verkniipft 
sind. Solche Vorginge scheinen auch in der arteriosklerotischen Aorta 
realisiert zu sein. Jedenfalls muB aus der Titrationskurve fiir CSA in 





28 EK. Balazs, Federation Proc. 17, 1086 [1958]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 318 
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Gegenwart von Ca geschlossen werden, da zwischen CSA-Vermehrung 
und Ca-Ablagerung mit zunehmender Arteriosklerose ein kausaler Zy. 
sammenhang besteht. Dabei ist zu erértern, ob nicht die CSA-Vermehrung 
der primére Vorgang ist, der durch eine bei Arteriosklerose erniedcigte 
Umsatzrate bedingt und mithin Ausdruck eines Nachlassens der Stoff- 
wechselkapazitaét der GefiBwand zu deuten ist. Die gleichzeitige Ver. 
minderung der Konzentration an Chondroitin, das als Stoffwechselvor. 
stufe des CSA fungiert, ist in diesem Sinne zu werten. 

Das gemeinsame Vorkommen von CSA-A und CSA-B ist eine be- 
kannte Erscheinung, iiberraschend ist jedoch der in arteriosklerotischen 
Aorten gefundene hohe Anteil an CSA-B. Dieser Befund findet jedoch 
seine Parallele in der MPS-Zusammensetzung der Haut, die beim Embryo 
kaum meBbare Mengen, beim Erwachsenen jedoch beachtliche Anteile 
an CSA-B enthalt?*. Unter diesem Gesichtspunkt ist die arteriosklerotische 
Aorta als ,,gealtertes Gewebe“ anzusprechen. 


Zum Vorkommen von neutralen MPS in der Aorta 


Auf Grund seiner charakteristischen chemischen Konstitutions- 
merkmale ist der zweite aus der Aorta isolierte MPS-Typ in die Gruppe 
der neutralen MPS (Glykoproteide) einzureihen. Zwar lassen die bisher 
noch liickenhaften Kenntnisse iiber die chemische Struktur dieser Stoff- 
klasse, zu der u. a. auch Blutgruppensubstanzen, Serumglykoproteide, 
Gonadotropine, Ovomucin gehéren, noch keine weitere Unterteilung der 
Glykoproteide zu, doch weisen die neben den Hexosaminen regelmikig 
gefundenen Neutralzucker Galaktose, Mannose und L-Fucose sowie die 
stets feste Verkniipfung mit Proteinen auf ein bestimmtes Bauprinzip hin. 
Alle diese Kriterien weist auch das hier isolierte neutrale MPS aus der 
Aorta auf. DaB damit jedoch ein spezifisches Organ-MPS aufgefunden 
wurde, ist aus verschiedenen Griinden wenig wahrscheinlich: Bei den 
bisher bekannten und in nennenswerter Menge gebildeten neutralen 
MPS handelt es sich vorwiegend um Sekrete schleimbildender Zellen des 
Verdauungs- bzw. Genitaltraktes. Eine solche Sekretproduktion ist fiir die 
- Arterienwand aus morphologischen Griinden auszuschlieBen. Sehr viel 
niher liegt die Annahme einer Herkunft aus dem Blutplasma. Sie griindet 
sich vor allem auf die bemerkenswerte chemische Verwandtschaft zu dem 
«,-Serummucoid, die sich in einem nahezu gleichen Gehalt an Hexosamin, 
Galaktose, Mannose, Fucose und Neuraminsiure iuBert. Zwar enthalten 

- soweit bisher untersucht — auch andere isolierte Plasmaproteide ge- 
bundenes Kohlenhydrat**, doch ist deren prozentualer Kohlenhydrat- 
anteil wesentlich geringer, und nur das «,-Serummucoid ist durch einen 
extrem hohen Gesamtkohlenhydratgehalt ausgezeichnet, der ihm eine 
Resistenz gegen Papainhydrolyse verleiht. 

Fiir eine genetische Beziehung der neutralen Aortenmucopoly- 
saccharide zu den Glykoproteiden des Blutserums spricht weiterhin die 


*° G. Loewi u. K. Meyer, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 27, 453 
[1958]. 
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Tatsache ihrer Vermehrung bei Arteriosklerose: Auf Grund eigener Unter- 
suchungen®® schreiben wir dem Versagen des Eigenstoffwechsels 
der GefiBwand bei Arteriosklerose eine ausschlaggebende Rolle zu. 
Der hier geschiidigte Fermentapparat wird den Anforderungen an den 
Stoffumsatz — insbesondere unter pathologischen Bedingungen wie Wirk- 
soffmangel, mechanische Uberbeanspruchung, Fehlernahrung u. a. — 
nicht mehr gerecht und bedarf zur Aufrechterhaltung einer ausreichenden 
Stoffwechselkapazitat der zusitzlichen Substitution durch Wirkstoffe. 
Morphologisch sichtbarer Ausdruck dieses Stoffwechselversagens ist die 
pathologische Anhaufung nicht umgesetzter Substrate, was fiir den durch 
Cholesterinkristall-Ablagerung charakterisierten Lipidstoffwechsel be- 
sonders auffallend ist. Eine analoge Situation muB jedoch fiir die Kohlen- 
hydrat-Protein-Komplexe angenommen werden, die mit dem Saftstrom 
in die Arterienwand eindringen, unter normalen Verhiltnissen ihren Weg 
durch die GefiSwand nehmen oder in ihr umgesetzt werden, unter Ver- 
hiltnissen herabgesetzter Stoffwechselfunktionen oder verinderter Per- 
meabilitaét aber dort liegen bleiben, sich auf diese Weise anreichern, wie 
die hier gemessene prozentuale Zunahme um 35% beweist, und so den 
biochemischen Status der arteriosklerotischen GefaBwand mitbestimmen. 


Fiir die Uberlassung von Substanzen gilt mein besonderer Dank den Herren 
Doz. Dr. Faillard (Methoxy-neuraminsiure), Dr. Gibian (Hyaluronsaure), 
Dr. Winterstein (Chondroitinsulfat B). 


Fiir geschickte und verstandnisvolle Mitarbeit danke ich Fraulein Siglinde 
Wulf und Fraulein Lydia Nitschke. 


Beschreibung der Versuche 


Material 


Zur Untersuchung gelangten 27 menschliche Aorten beiderlei Geschlechts im 
Alter zwischen 18 und 74 Jahren in verschiedenen Arteriosklerosestadien*. Von den 
wahrend der Sektion entnommenen Aorten wurde nach praparativer Isolierung des 
Intima- und Mediaanteils und Beurteilung des arteriosklerotischen Befalls der vom 
Arcus aortae bis zur Teilungsstelle in die Aa. iliacae reichende Abschnitt in Aceton 
gelegt. Das nach anschlieBender Extraktion der Gesamtlipide (Aceton-Alkohol-Ather- 
extraktion)®° anfallende fettfreie Trockenmaterial wurde als Ausgangsmaterial fiir 
die nachfolgende Aufarbeitung verwendet. 


' Methoden 


Hexosamine: Hydrolyse mit 6n HCl bei 100° im geschlossenen Hydrolyse- 
kélbchen fiir 4 Stunden. Chromatographie und Kolorimetrie nach 1. c.!. Getrennte 
Bestimmung von Glucosamin und Galaktosamin nach 1. c.*?. 

Schwefel : Veraschung durch Verbrennen von 6—8 mg Substanz in Sauerstoff- 
atmosphire*’, anschlieBend Konduktometrische Titration mit 0,01m BaCl,. 


* Sektionsgut des Pathologischen Instituts der Universitat GieBen. 
30 G. Weitzel, H. Sch6én, F. Gey u. E. Buddecke, diese Z. 304, 247 [1956]. 
31 N. Boas, J. biol. Chemistry 204, 553 [1953]. 
32 §. Gardell, Acta chem. scand. 7, 207 [1953]. 
33 W. Schéninger, Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 1956, 869. 
4* 
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Neutralzucker (Hexosen): 8stdg. Hydrolyse mit 3n H,SO, bei 100°, 
Orcinreaktion nach 1. c.*4, zur Ermittlung des Verhaltnisses von Galaktose und 
Mannose in der Modifikation nach 1. c.*. 

L-Fucose: Cysteinreaktion®. Da es sich um eine Messung der Extinktions. 
differenz bei zwei Wellenlingen handelt, wurden die vollstandigen Absorprions. 
spektren (selbstregistrierendes Spektralphotometer Zeiss) aufgenommen un‘ auf 
der Basis der Absorptionsmaxima fiir Fucose (396 mu) und Mannose, Galak 
(430 my) ausgewertet. 


Chromatographische Bestimmung von Galaktose, Mannose und Fucose nach 
Hydrolyse mit Dowex 50 (4 Stdn., 100°) nach 1. c. *, Lésungsmittel: Butanol/ 
Pyridin/Wasser 8:6:3, Papier: Schleicher & Schiill 2043b. 


Uronsaure: Carbazolreaktion nach |. c. **. Bei Anwendung auf MPS (Poly. 
uronide) miissen Eichkurven mit den zu testenden Verbindungen angelegt werden, 
da die reagierenden MPS unterschiedliche Farbintensitaiten entwickeln. CSA-B 
liefert auf Grund seines Gehaltes an L-Iduronsiure nur etwa 50% des Farbwertes 
von CSA-A. 


Neuraminsaurebestimmung: nach l. c.*’, 


Die Isolierung der Gesamtmucopolysaccharide und Trennung der sauren MP§ 
erfolgten nach bisher noch nicht angewandten Methoden. 


a) Isolierung der Aortenmucopolysaccharide 


Die nachfolgenden Zahlenbeispiele beziehen sich auf die Untersuchungsgruppe 
1 bzw. auf (Werte in Klammern) Untersuchungsgruppe 3b. 14,4 (89,9) g entfettetes 
und grobzerkleinertes Aortentrockengewebe werden in 150 (800) ml einer Enzym. 
pufferlésung (0,1m Natriumacetat, 0,005m Cystein-HCl, 0,005m Athylendiamin- 
tetraacetat und 0,5% Papain (Merck) suspendiert und 12 Stdn. bei 65° inkubiert. 
Es wird vom Unléslichen abgegossen und der Riickstand nochmals 6 Stdn. mit 
100 (200) m/ frischer Enzymlésung verdaut. Danach werden die vereinigten 
Lésungen im Vak. (Rotationsverdampfer) bei 50—60° eingeengt, dialysiert, erneut 
eingeengt und das rohe MPS-Gemisch mit zehnfachem Volumen Athanol ausgefiailt. 
Nach Lésen im Wasser wird eine zweite Athanolfillung bei pp 10 und eine dritte 
bei po 2—3 durchgefiihrt. Zur Erzielung einer vollstandigen Fallung ist ein Zusatz 
von Neutralsalz (Natriumacetat) notwendig. Das neutrale und saure MPS ent- 
haltende Gemisch wird gelést und gefriergetrocknet. 0,85 (11,9) g, 9,8 (8,1) % Stick- 
stoff. Das Gefriertrockenpulver wird 12 Stdn. unter kraftigem Schiittein (Zusatz 
von Glasperlen) mit 90% Phenol (10 ml/g) extrahiert, dann zentrifugiert und zwei- 
ma] mit Phenol gewaschen. Der Riickstand, der die sauren MPS enthalt, wird in 
Wasser gelést, die Lésung mit HCl auf py 2 eingestellt und mit dem zehnfachen 
Volumen Athanol gefallt. Nach Stehenlassen iiber Nacht bei + 3° wird die Fallung 
abzentrifugiert, in Wasser gelést, neutralisiert, vom Unldéslichen abgetrennt, die 
Lésung 48 Stdn. gegen dest. Wasser dialysiert und schlieBlich gefriergetrocknet: 
0,082 (1,10) g. : 

Die vereinigten Phenolextrakte werden mit zehnfachem Volumen Athanol 
versetzt, der entstehende Niederschlag wird abgetrennt, gelést, dialysiert und 
gefriergetrocknet. 0,104 (0,85) g. 


b) Saulenchromatographische Fraktionierung saurer MPS 


Eine waBrige Aufschwemmung von Cellulosepulver (S. & S. 123a) wird nach 
Entgasen im Wasserstrahlvakuum in eine Chromatographiesiule (1,5 x 25 cm) 
bis auf ein Volumen von 15 ml gefillt, unter einem Druck von 10—20 Torr mit 
0,1% CPC und 1% CPC gewaschen. Vor Gebrauch wird zur Entfernung des CPC 


34 J. Tillmanns u. K. Philippi, Biochem. Z. 215, 36 [1929]. 
3 Z. Dische u. L. Shettles, J. biol. Chemistry 175, 595 [1948]. 
36 Z. Dische, J. biol. Chemistry 167, 189 [1947]. 

87 H. Faillard, diese Z. 307, 62 [1957]. 
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aus dem obersten Saéulenabschnitt zweimal mit einigen ml Wasser ausgespiilt. Das 
qu testende Gemisch (2—5 mg je Komponente) wird in 1 m/ Wasser gelést, auf die 
Siule aufgetragen und nacheinander mit je 30 ml 1% CPC, 0,1n, 0,25n, 0,5n, 1,5n, 
20n MgCl, eluiert. Zur Konstanterhaltung des Elutionsvolumens in der Zeiteinheit 
wird im geschlossenen System mit leichtem Uberdruck (5—10 Torr) gearbeitet. Da 
die Lislichkeit der einzelnen MPS-CPC-Komplexe in Elektrolytlésungen temperatur- 
abhangig ist, mu8 zur Erzielung reproduzierbarer Ergebnisse unter Temperatur- 
konstanz gearbeitet werden, was durch Ausstattung der Saule mit Mantel und auf 26° 
engestellten Umlaufthermostat erreicht wurde. Von den aufgefangenen Einzel- 
fraktionen werden nach Feststellung des genauen Volumens je 0,5 ml entnommen, 
mit 0,5 ml Wasser verdiinnt und die Carbazolreaktion®* durchgefiihrt. Die in den 
einzelnen Fraktionen auftretenden Peaks sind scharf voneinander getrennt. 

Testsubstanzen werden fiir alle MPS in entsprechenden MgCl,-Lésungen an- 
gesetzt_ und unter gleichen Bedingungen behandelt. Dies erwies sich als notwendig, 
da die Farbentwicklung bei der Carbazolreaktion fiir die einzelnen MPS verschieden 
stark ausfallt und in Gegenwart von MgCl, erhebliche Depressionen auftreten kénnen. 
Fir das in 2,0n MgCl, geléste Heparin ergeben sich im Vergleich zur rein waBrigen 
lésung um etwa 50% niedrigere Werte. Eine Aufnahme der Farbspektren zeigte, 
daB dabei das typische Spektrum des entwickelten Farbkomplexes unverandert 
bleibt und auch das Absorptionsmaximum nicht verschoben wird, sondern lediglich 
niedrigere Werte aufweist. Wegen des fehlenden Gehaltes an Uronsiure fallt die 
Carbazolreaktion bei der Keratosulfatfraktion negativ aus. Die Berechnung der 
MPS-Konzentration erfolgte hier nach dem mit Hilfe der Orcinreaktion ermittelten 
Gehalt an Galaktose unter Zugrundelegung eines 40,5% Anteils an Galaktose im 
Keratosulfatmolekiil. 

Bei praparativer Gewinnung der sauren MPS (Saulenvolumen 200 ml, Elutions- 
volumen 400 ml) werden die Frakt. I—VI quantitativ aufgefangen, unter Zugabe 
von Natriumacetat mit der achtfachen Menge Athanol gefallt, 24 Stdn. bei + 3° 
stehengelassen und die entstandenen Niederschlaige nach Abzentrifugieren mit 
Athanol und Ather gewaschen. Nach Lésen in wenig Wasser wird zweimal 24 Stdn. 
gegen dest. Wasser bei + 3° dialysiert und anschlieBend gefriergetrocknet. 

c) Keratosulfat aus Rindercornea 

9,2 g acetongetrocknete Hornhaéute vom Rind werden zweimal 12 Stdn. mit 
je 100 m/ Papain-Acetatpuffer (wie oben) bei 65° der Digestion iiberlassen. Die 
opaleszente, fast riickstandsfreie Lésung wird 48 Stdn. gegen flieBendes Wasser 
dialysiert und gefriergetrocknet (0,98 g). Extraktion mit 90% Phenol unter gleich- 
zeitigem Homogenisieren auf der Schiittelmaschine. Der Riickstand (saure MPS) 
wird abzentrifugiert, dreimal mit je 15 m/ Phenol gewaschen und unter Zugabe 
von Na-Acetat gelést. Die entstehende leicht opaleszente Lésung wird mit Athanol 
im UberschuB versetzt und die entstehende Fallung nach 24stdg. Stehenlassen 
bei + 3° mit Athanol und Ather (zur Entfernung der Phenolspuren) gewaschen 
(0,62 g). Die so erhaltenen Gesamt-MPS der Cornea werden durch préaparative 
Chromatographie an einer Cellulosesaéule (wie unter b) getrennt. Frakt. I (Elution 
mit 1% CPC) wird unter Zugabe von Na-Acetat mit Athanol gefallt, der Nieder- 
schlag 48 Stdn. gegen dest. Wasser dialysiert (+ 3°), zur Uberfiihrung in die freie 
Siure (Keratoschwefelsiure) iiber eine Austauschersiule (Dowex 50, 50 meshes, 
H®-Form) gegeben und nach Neutralisation mit NaOH gefriergetrocknet (0,19 g). 
Aus Frakt. IV (Elution mit 0,5n MgCl,) kann das Cornea-Chondroitin gewonnen 
werden. 


Zusammenfassung 


Kohlenhydratanalysen der Arterienwand des Menschen (Aorta) er- 
gaben Hinweise fiir das Vorhandensein verschiedener Typen von sauren 
und neutralen Mucopolysacchariden. 

Die Aortenmucopolysaccharide wurden durch Isolierung und 
Trennung in saure und neutrale Mucopolysaccharide priiparativ dar- 
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gestellt. In der arteriosklerosefreien Aorta (bezogen auf das Trocken. 
gewicht) fanden sich etwa 1,3%. An ihrem Anstieg auf etwa 2,5°) bei 
arteriosklerotischen Prozessen sind sowohl saure wie neutrale Mucopoly. 
saccharide beteiligt. 

Eine séulenchromatographische Fraktionierung der sauren Mico. 
polysaccharide, die nach dem Prinzip der Fillbarkeit von Polyanionen 
durch langkettige quartire Ammoniumsalze durchgefiihrt wurde, zeigt, 
daB in der arteriosklerosefreien Aorta 5 verschiedene saure Mucopoly. 
saccharide vorhanden sind, von denen etwa 1% auf Chondroitinsulfat 
A+B, je 1/, auf Hyaluronsiure und Chondroitin, der Rest auf eine 
Keratosulfat- und Heparinfraktion entfallen. 

Bei arteriosklerotischen Prozessen iindert sich das Mucopoly- 
saccharidspektrum: Bei nur geringem Anstieg der Keratosulfatfraktion 
nimmt das Chondroitinsulfat um 50° zu, wihrend Hyaluronsaure und 
Chondroitin auf 40% bzw. 15% ihres Ausgangswertes absinken. Die Zu. 
nahme des Chondroitinsulfats in arteriosklerotischen Aorten steht nach 
Ergebnissen potentiometrischer Titration im Zusammenhang mit der 
vermehrten Einlagerung von Calcium. 

Nachweis und Bestimmung der verschiedenen sauren Mucopoly- 
saccharide werden durch ihre priparative Darstellung und chemische 
Identifizierung erginzt. 

Im Gegensatz zu den sauren Mucopolysacchariden erweisen sich die 
neutralen Mucopolysaccharide der Aorta als schwefel- und uron- 
siurearme Glykoproteide mit einem 20—50proz. Proteinanteil. Die 
quantitative Analyse ihres Gehaltes an Hexosamin, Galaktose, Mannose, 
L-Fucose und Neuraminsiure zeigt ihre Verwandtschaft zur Gruppe der 
Glykoproteide des Blutserums an. 


Summary 


Carbohydrate analysis of the arterial wall of humans (aorta) yielded 
evidence for the existence of various types of acid and neutral mucopoly- 
saccharides. 

The aorta-mucopolysaccharides were isolated and separated into acid 
and neutral mucopolysaccharides. In the arteriosclerosis-free aorta an 
amount of about 1.3% of the dry weight was found. The acid and the 
neutral mucopolysaccharides both participate to the extent of 2.5% in 
the increase accompanying arteriosclerotic processes. 


A fractionation of the acid mucopolysaccharides by columnchromato- 
graphy, using the principle of the precipitation of polyanions with long 
chain quaternary ammonium salts, showed that 5 different acid muco- 
polysaccharides occur in the arteriosclerosis-free aorta, about half of which 
are chondroitin sulphate A+-B, hyaluronic acid and chondroitin each 
representing !/, and the rest: being a keratosulphate and a heparin fraction. 

In arteriosclerotic processes the mucopolysaccharide spectrum 
changes: the amount of the keratosulphate fraction is slightly elevated, 
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that of chondroitin sulphate, however, rising by 50%, whereas hyaluronic 
acid and chondroitin fall to 40% and 15% of their original values 
respectively. The increase of the chondroitin sulfate in arteriosclerotic 
jortae is, according to the results of potentiometric titration, related to 
the increased deposition of calcium. 

The demonstration and determination of various acid mucopoly- 
saccharides have been completed by their preparation and chemical 
identification. 

In contrast to the acid mucopolysaccharides, the neutral mucopoly- 
saccharides of the aorta are sulphur- and uronic acid-poor glycoproteids 
with a protein content of 20—50%. The quantitative analysis of their 
content of hexosamine, galactose, mannose, L-fucose and neuraminic 
acid shows their close relationship to the group of glycoproteids of blood- 
serum. 


Priv.-Doz. Dr. E. Buddecke, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat 
Tiibingen, GmelinstraBe 8. 
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Nachweis von 1-[0-Carboxy-anilino ]-1-desoxy-fructose 
im Medium einer Neurospora-crassa-Mutante 
Von 
Franz Lingens und Sibylle Kera 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Tiibingen, biochemische Arbeitsgruppe 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. September 1959) 


Tryptophan wird von Mikroorganismen iiber Zuckerderivate der 
Anthranilsiure synthetisiert. Bei Tryptophan-Mangelmutanten von 
Aerobacter aerogenes und Escherichia coli ist 1-[o-Carboxy-anilino]- 
1-desoxy-ribulose nachgewiesen worden!. Mutanten von Salmonella 
typhimurium geben an ihr Medium N-[o-Carboxy-phenyl]-fructosylamin 
ab?. Aus dem Medium von Tryptophan-Mangelmutanten von Saccharo- 
myces cerevisiae konnte 1-[o-Carboxy-anilino]-1-desoxy-fructose isoliert 
werden®. Aus Neurospora crassa ist bisher noch keine Anthranilsiure- 
zuckerverbindung isoliert worden. 

Bei unseren Untersuchungen stand uns eine JN. crossa-Mutante zur 
Verfiigung*, die mit Tryptophan oder Indol, nicht aber mit Anthranil- 
siure zum Wachstum gebracht werden konnte. Die Mutante hat demnach 
einen genetischen Block zwischen Anthranilsiiure und Indol. Aus der 
Nahrlésung der Mutante, die im UV-Licht starke Fluoreszenz zeigte, 
gelang durch Adsorption an Darco G 60 die Isolierung eines Anthranil- 
siurekonjugates. Absteigende Papierchromatographie eines Konzentrates 
der Verbindung im FlieBmittelsystem n-Butanol/3proz. Ammoniak 1:1 
ergab zwei im UV-Licht blau fluoreszierende Flecke, von denen der 
schneller wandernde mit Anthranilsiure identisch war. Die Substanz mit 
dem niedrigeren Ry-Wert zeigte ein der Anthranilsiure ahnliches UV- 
Spektrum. Die Verbindung gab mit Zuckerreagenzien positive Reaktionen 
auf Fructose, wihrend eine Priifung auf Glucose, Ribose und Riboketose 
negativ verlief. Da verschiedene Reaktionen auf Amadori-Verbindungen 
positiv ausfielen (Triphenyltetrazoliumchlorid, Dichlorphenolindophenol 
und alkalische Methylenblaulésung wurden in der Kalte reduziert), han- 
delt es sich bei der isolierten Verbindung um 1-[o-Carboxy-anilino]-1- 
desoxy-fructose. Die endgiiltige Bestitigung lieferte der Vergleich mit der 


1 F. W. E. Gibson, C. H. Doy u. S. B. Segall, Nature [London] 181, 549 
[1958], und persénliche Mitteil. Dr. F. W. E. Gibson. 

2 F. Lingens, H. Hellmann u. M. Hildinger, Z. Naturforsch. 18b, 727 
[1958]. 

3 F. Lingens, M. Hildinger u. H. Hellmann, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 30, 668 [1958]. 

4 Wir danken Dr. F. G. Ryan, Columbia University, New York, fiir die 
freundliche Uberlassung der N. crassa-Mutante 81. 
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synthetisierten Substanz5. Die isolierte Verbindung zeigte die gleichen 
Eigenschaften wie das Akkumulat der S. cerevisiae-Mutanten H 19 und 
AE 7°. 
Diskussion 

Bei Enterobacteriaceen wird aus 1-[o-Carboxy-anilino]-1-desoxy- 
ribulose-5-phosphat durch Cyclisierung unter Wasserabspaltung und 
Decarboxylierung 3-[Indolyl-(3)]-glycerin-1-phosphorsiureester® gebil- 
det : 


_CO,H 
IN 2 Jw 4 , 
¢  00-CH(OH)-CH(OH)-CH,OPC,H, © CH(OH)-CH(OH)-CH,OPO;H; 
NY, N—CH, ————- => Ny \ynZ4 
| ! 
H H 


Diese Zwischenprodukte liegen in der Zelle als Phosphorsaureester vor 
und werden an das Medium in entphosphorylierter Form abgegeben’. 

Die Entdeckung der Amadori-Verbindung aus Anthranilsiure und 
Fructose la8t vermuten, daB die Tryptophansynthese bei NV. crassa und 
S. cerevisiae im Vergleich zu der bei den Enterobacteriaceen mit einer 
um ein C verlingerten Kette bei den einzelnen Zwischenstoffen vollzogen 
wird. So wiirde hier aus 1-[o-Carboxy-anilino ]-1-desoxy-fructose-6-phos- 
phat als Cyclisierungsprodukt unter Decarboxylierung und Wasserabspal- 
tung 4-[Indolyl-(3) ]-erythrit-1-phosphorsiureester entstehen : 


yp POM 
OC-CH(OH)-CH(OH)-CH(OH)-CH,OPO,H, ———+ 
V\y_dH, 
H 
7 CH(OH)-CH(OH)-CH(OH)-CH,OPO,H, 
WYNNY 
i 


Zur Priifung dieser Vermutung haben wir die Synthese des 1-[Indolyl-(3) ]- 
erythrits in Angriff genommen. 


Herrn Professor Dr. H. Hellmann danken wir herzlich fir stete Férderung 
dieser Arbeit, den Farbenfabriken Bayer danken wir fiir die Uberlassung von 
Chemikalien und der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir finanzielle 
Hilfe. 


5 F. Lingens u. H. Hellmann, Liebigs Ann. Chem., im Druck. 

6 C. Yanofsky, J. biol. Chemistry 228, 171 [1956]. 

?7 F. Lingens, H. J. Burkhardt, H. Hellmann u. F. Kaudewitz, 
Z. Naturforsch. 12b, 493 [1957]; siehe auch B. D. Davis, Arch. Biochem. Bio- 
physics 78, 497 [1958]. 
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Beschreibung der Versuche 


Die Mutante Neurospora crassa 81 wurde in folgendem Medium geziichtet’: 


1000 mi dest. Wasser 50 m/ Biotinlésung (Standardlésung: 

5 g Ammoniumtartrat 25 y Biotin, 0,1 g KH,PO, und 0,1 ¢ 
1 g Ammoniumnitrat K,HPO, in 250 ml Wasser) 

1g KH,PO, 0,056 mg H,BO, 

0,5 g MgSO, - 7H,O 0,350 mg CuSO, : 5H,0 

0,1 g NaCl 1,0 mg FeSO, - 7H,O 

0,1 g CaCl, 0,08 mg MnSO, : 4H,0 

20 g Rohrzucker 0,10 mg (NH,);(HMo,0,,) - 3H,O 


8,86 mg ZnSO, - 7H,O0 


Zugesetzt wurden auBerdem 2 y L-Tryptophan/m/; die Gesamtlésung wurde 
auf py 5,5 eingestellt. Ein 2-Liter-Ansatz zeigte nach zweitagiger Bebriitung bei 
30° unter der UV-Lampe blaue Fluoreszenz. Nach weiteren 4 Tagen wurde die 
Lésung vom Mycel durch Filtration getrennt und anschlieBend durch eine Saule 
mit Darco G 60 gegeben. Nach Auswaschen mit Wasser und 10proz. Athanol er. 
folgte die Eluierung der im UV-Licht blau fluoreszierenden Substanz mit 50proz. 
und 96proz. Athanol. Das Eluat wurde im Vak. eingeengt. Bei der Papierchromato. 
graphie im System Butanol/3proz. Ammoniak 1:1 — absteigend, Durchlauf- 
chromatogramm, 24 Stdn. — zeigte sich neben viel Anthranilsiure ein zweiter im 
UV Licht blau fluoreszierender Fleck, der in der Kalte alkalische Triphenyltetra- 
zoliumchloridlésung reduzierte. Dieser Substanzfleck ergab identischen Ry-Wert 
und identische Reaktionen beim Vergleich mit chemisch und biologisch gewon- 
nener 1-[o-Carboxy-anilino]-1-desoxy-fructose. 


Zusammenfassung 


Aus dem Medium einer Tryptophan-Mangelmutante von Neurospora 
crassa mit genetischem Block zwischen Anthranilséure und Indol wurde 
ein Akkumulat isoliert, das gleichzeitig charakteristische Reaktionen auf 
Anthranilsiure und Fructose liefert. Die Verbindung gibt positive Re- 
aktionen auf Amadori-Verbindungen und erwies sich als identisch mit 
1-[o-Carboxy-anilino]-1-desoxy-fructose. 


Summary 


From the medium of a tryptophan-requiring mutant of Neurospora 
crassa with a genetic block between anthranilic acid and indol an accu- 
mulated compound was isolated, which gives characteristic reactions for 
anthranilic acid as well as for fructose. The substance shows positive 
reactions for Amadori-compounds and has been identified as 1-[o-carb- 
oxyphenylamino]-1-deoxy-fructose. 


Doz. Dr. F. Lingens, Chemisches Institut der Universitat Tiibingen, Wilhelm- 
straBe 56. 


8 O. Wiss, Mitt. Gebiete Lebensmittelunters. Hyg. [Bern] 41, 245 [1950]. 
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Niedrigmolekulare, N-haltige Inhaltsstoffe 
der roten Wegschnecke, Arion empiricorum, | 
Von 
H. G. MenBen* 

Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Wirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Oktober 1959) 


Bei der Untersuchung der fliichtigen Basen der Roten Wegschnecke, 
Arion empiricorum, konnte neben Ammoniak als einzige Verbindung nur 
Isoamylamin nachgewiesen werden. Es gelang, diese Verbindung als 
Hydrochlorid und Chloroaurat zu isolieren. Stein von Kamienski? 
stellte bei seinen Untersuchungen iiber die fliichtigen Amine in Pflanzen 
fest, daB Isoamylamin haiufig zusammen mit anderen Basen angetroffen 
wird. Ein besonders haufiger Begleiter ist das 6-Phenyl-athylamin. Trotz 
sorgfaltiger Priifung konnten bei der roten Wegschnecke jedoch keine 
weiteren fliichtigen Amine gefunden werden. 


In der Purinbasenfraktion wurden Hypoxanthin und Guanin er- 
kannt. Wegen der geringen Menge lieBen sich diese Purine jedoch nur 
papierchromatographisch neben Vergleichssubstanzen ermitteln. 

Interessant war das Vorhandensein der Urocaninsaure, die als Pikrat 
in geringer Menge isoliert werden konnte. 

Diese Saure war zuerst von Jaffé? im Harn eines mit Nitrotoluol vergifteten 
Hundes aufgefunden worden. Siegfried? isolierte sie aus dem Harn nach Ein- 
gabe von tellursaurem Natrium, Swain‘ aus Coyotenharn und Hunter® aus 
tryptisch verdautem Plasmon. Nach Guggenheim® kann sich bei sehr hohen 
Dosen Histidin ein kleiner Bruchteil dem Histidaseabbau entziehen und einer 
Desaminierung unterliegen, die unter Loslésung der «-standigen Aminogruppe 
zu Urocaninsaure fihrt. Edlbacher und Mitarbeiter? konnten dies jedoch nach 
Verfiitterung von Histidin bei Hunden und Katzen nicht bestitigen. 


Die Urocaninsiéiure in der Roten Wegschnecke, Arion empiricorum, 
kénnte als ein Spaltprodukt des Murexins, des Urocanylcholins, auf- 
gefaBt werden, zumal auch das zweite Spaltstiick, das Cholin nach- 


* Herrn Professor D. Ackermann bin ich zu groBem Dank verpflichtet 
fiir die Uberlassung des Themas und fiir zahlreiche wertvolle Ratschlage. 

1K. Stein von Kamienski, Planta 50, 325 [1957]. 

2M. Jaffé, Ber. dtsch. chem. Ges. 7, 1669 [1874]; 8, 811 [1875]. 

3 M. Siegfried, diese Z. 24, 399 [1898]. 

4L. A. Swain, Chemiker-Ztg. 1, 827 [1905]. 

5 G. Hunter, J. biol. Chemistry 11, 537 [1912]. 

6M. Guggenheim, Die biogenen Amine, 4. Auflage, S. 429, S. Karger, 
Basel 1951. 

7 §. Edlbacher, H. Bauer u. H. R. Staehelin, diese Z. 270, 165 [1941]; 
273, 163 [1942]. 
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gewiesen wurde. Das Murexin hatten erstmalig Erspamer und Benaii§ 
aus dem Hypobronchialdriisenextrakt der Purpurschnecke Murer trin-. 
culus isoliert und als £-[Imidazoly]-4 (5) |-acrylsiiure-cholinester erkannt, 


HC C—CH:CH-CO,CH,:CH,+N(CH;),0H 


HN N 
™ CHA 
Es ist durchaus méglich, daB das Murexin auch in der Roten Wegschnecke 
vorgelegen hat und nur durch die Anwendung des Silberbarytverfahrens 
aufgespalten wurde. Diese Klarung soll einer spiteren Arbeit vorbehalten 
bleiben. 

In der Arginin-Histidin-Fraktion konnte ich das Arginin als 
Flavianat und das Histidin als Pikrolonat eindeutig identifizieren. 
Daneben lieBen sich papierchromatographisch und papierelektropho- 
retisch Agmatin, Putrescin, Cadaverin, Ornithin, Guanidin und 
Dimethylguanidin nachweisen. Ihre Menge war so gering, daB es nicht 
gelang, sie zu isolieren. Durch verschiedene Lésungsmittelgemische und 
durch entsprechende Vergleichssubstanzen konnten diese Verbindungen 
jedoch einwandfrei getrennt und identifiziert werden. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir die gewahrte 
Sachbeihilfe und der Fa. Mack, Lllertissen, fiir das zur Verfiigung gestellte Aus- 
gangsmaterial. 

Beschreibung der Versuche 
I. Ubersicht tiber den Fallungsgang 


1. Schema 
Extrakt 
+ H,S0, ite 





CaSO, Filtrat mit Ather 
ausgeschiittelt 


) | 
ather. Phase waBr.Phase vom 
Ather befreit 


+PWS-Lisg. 


PWS.-Filtrat PWS-Fallg. mit Baryt 
zerlegt. Filtrat zum 
Sirup eingeengt 


Destillat iiber 2n HCl Nichtfliichtiger Riick- 
aufgefangen stand mit Methanol 
| aufgenommen 
— iat 


y t 
Methanol] abdest. K,SO, 
eingeengt zum Sirup 
(s. 2. Schema) 


8 V. Erspamer u. O. Benati, Biochem. Z. 324, 66 [1953]. 
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2. Schema 


Sirup (s. 1. Schema) 








| +H,80, 
| +AgNO, 
Fallung Filtrat 
| | mit Baryt 
| zerlegt 
Purinbasen 7 
| Fallung Filtrat 
Hypoxanthin | | | 
Guanin " Arginin-Histidin- Lysin-Fraktion 
| Fraktion 
Urocaninsaure + Flaviansiure 
D = 
| t 
Flavianat Filtrat 
| mit Baryt 
zerlegt 
Arginin + Pikrolonsiure 


- 
| 


Ammon. Reineckat 
zerlegt 


| 


| 


{ 


| Arginin 

| Agmatin 
Putrescin 

| Cadaverin 

| Ornithin 

| Guanidin 

| Dimethylguanidin 

| Cholin 

oe ee oe 


| 
Pikrolonat Filtrat zerlegt 


ase +ammoniakal, 
Histidin Reineckesalz 





Reineckat- 
Filtrat 
zerlegt 


+ Pikrinsaiure 
~ 
z) 
Pikrat 4 
\ Filtrat 
t verworfen 


Urocaninsaure 


ae 
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II. Papierchromatographie 


Unter Verwendung von Papier ,,Schleicher & Schill 2043b mgl* wurde nur 

absteigend chromatographiert. 
Lésungsmittelgemisch I : Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5 
Lésungsmittelgemisch II: Butanol/EHisessig/Wasser 6:1:2 
Lésungsmittelgemisch III: Butanol/Ameisensiure/Wasser 77:10:13 
Lésungsmittelgemisch IV: Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:1, 

Papier gepuffert mit 0,2 proz. Natriumacetatlésung 
Lésungsmittelgemisch V: n-Propanol/Wasser/Ameisensaure 8:1:1, 

Papier gepuffert mit 2proz. Na, HPO,-Lésung 


Sprithreagenz I: Ninhydrinlésung 
Spriihreagenz IT: 0,2 proz. Kupfersulfatlésung 

0,1 proz. athanol. Diphenylcarbazidlésung® 
Sprithreagenz IIT: 0,2 proz. Kupfersulfatlésung 


5 Min. Ammoniakatmosphire 
0,1 proz. athanol. Diphenylcarbazidlésung® 


Sprithreagenz IV: Paulys Diazoreagenz 

Sprithreagenz V: Modifizierter Dragendorff nach Munier und 
Machebeuf?° : 

Sprithreagenz VI: Fearons Reagenz nach List! 


Alle angegebenen Ry-Werte sind Mittel aus mehreren Versuchen. 
III. Die Schmelzpunkte wurden im Kofler-Schmelzpunktmikroskop ermittelt. 


IV. Arbeitsgang 


Es wurden*3000 entschleimte Rote Wegschnecken frisch in Methanol kon- 
serviert; der Alkohol wurde nach etwa einem Jahr abgegossen, der Riickstand im 
Fleischwolf zerkleinert und kurz mit essigsaurem Wasser aufgekocht. Nach dem 
Erkalten wurde filtriert, der Rest abgepreBt. 

Der Auszug wurde mit dem Konservierungsalkohol vereinigt und nun im 
Umlaufverdampfer bei saurer Reaktion eingeengt. Nachdem der Extrakt 5% 
schwefelsauer gemacht war, fiel ein Niederschlag von CaSQ,, der nach 48stdg. 
Absitzen filtriert werden konnte. Das Filtrat wurde dreimal mit Ather ausge- 
schiittelt, die waBr. Phase vom Ather befreit, dann mit Phosphorwolframsaure- 
losung (500 g PWS + 11 5 gew.-proz. Schwefelsiure) unter standigem Riihren 
vollig ausgefallt und iiber Nacht im Kihlschrank belassen. Am anderen Tag konnte 
der Niederschlag gut abgetrennt werden, er wurde mehrmals mit 5proz. Schwefel- 
sdure gewaschen. 

Uber die Untersuchung des Filtrates der Phosphorwolframsaurefallung wird 
spater berichtet werden. 

Der PWS-Niederschlag wurde mit Baryt zerlegt, das iiberschiissige Barium 
durch Kohlendioxyd und Schwefelsiure entfernt, so daB eine stark alkalisch 
reagierende Lésung entstand, die keine Bariumionen und nur noch Spuren von 
Schwefelsaure enthielt. Diese Losung wurde im Vak. stark eingeengt, das Destillat 
iiber 2n HCl aufgefangen und anschlieBend bis zur Salzkruste eingeengt. Um die 
Hydrochloride der fliichtigen Amine méglichst weitgehend vom Ammoniumchlorid 
zu trennen, wurde mehrmals mit absol. Athanol aufgenommen. 

Aus der alkohol. Lésung fielen nach Zugabe von Ather im UberschuB kleine 
filzartige Kristalle, die nach 24stdg. Aufbewahren im Eisschrank abfiltriert und 
mit Ather gewaschen werden. Diese bitter schmeckenden silbrig glinzenden 
Schuppen wogen 88,2 mg und schmolzen bei 169—170°. 








® V. Blazsek, Naturwissenschaften 45, 42 [1958]. 
10 Vgl. H. Jatzkewitz, diese Z. 292, 94 [1953], u. zwar S. 99. 
11 Pp. H. List, diese Z. 308, 27 [1956]. 











1960) 


e nur 


gS 


telt. 





Bd. 318 (1960) Inhaltsstoffe der roten Wegschnecke, I 63 


Die papierchromatographische Untersuchung ergab reines Isoamylamin- 
hydrochlorid (vgl. Tab. 1), das anschlieBend analysiert wurde*. 
C;H,,N - HCl (123,6) Ber. C 49,71 H 411,68 WN 11,60 
Gef. C 44,53 H10,55 N 11,79 
Da die Analysenwerte, vor allem fiir Kohlenstoff, unbefriedigend ausfielen — 
eine Tatsache, die ich schon friiher beim Isoamylaminhydrochlorid beobachtete — 
wurde das Hydrochlorid mit 30proz. Tetrachlorogold(III)-siure in das Goldsalz 
iibergefiihrt und nach Umkristallisieren aus heiBer 2n HCl zur Analyse gebracht. 
Schmp. 142°, Ausb. 122,5 mg. 
C;H,,N - HAuCl, (427,0) Ber. C 14,06 H 3,30 N 3,28 Au 46,14 
Gef. C 14,59 H3,35 N 3,85 Au 45,63 














Tabelle 1. 
Ry-Wert im —_ 
Lésungsmittelgemisch Spriih- 
. ie eee pe 
Isoamylamin-hydrochlorid . . . | 0,72 | 0,68 I 
Hypoxanthin ........ 0,44 | 0,43 II 
LLLILS CU SS Amie ea Sm mr 0,24 | 0,21 II, IV 
Urocaninsfure ........ 0,48 | 0,40 | 0,43 | 0,58 IV 
Br APS So ccnaew eas orat.% 0,16 | 0,09 0,12 | 0,10 VE 
WESC? ira} se vw!) ier SH we wel 0,14 | 0,14 0,06 | 0,06 IV 











Der nichtfliichtige Teil der Basen konnte durch Behandlung mit absol. 
Methanol bei schwach schwefelsaurer Reaktion vom gré8ten Teil des Kaliumsulfats 
(28,3 g) befreit werden. Nach Entfernung des iiberschiiss. Methanols lieBen sich 
mit Silbernitrat bei schwefelsaurer Reaktion die Purinbasen ausfallen. Die Purin- 
silberfallung wurde mit Schwefelwasserstoff vom Silber befreit und jener durch 
¥,stdg. Durchblasen von Luft entfernt. Durch Zugabe der aquival. Menge Baryt 
wurden die Sulfationen beseitigt und anschlieBend die Lésung der freien Basen zur 
Trockne gebracht. 

Da diese Fraktion in nur geringer Menge vorlag, konnte sie nur papier- 
chromatographisch untersucht werden. Durch authent. Vergleichsmaterial lieBen 
sich Hypoxanthin und Guanin nachweisen (vgl. Tab. 1). Beide Purine gaben 
auBerdem Léschung im UV-Licht, Guanin zusitzlich mit sodaalkalischer Diazo- 
benzolsulfonsaiure einen gelbroten Fleck. 

Eine Priifung dieser Fraktion auf Pyrimidine mit dem Spriihreagenz III verlief 
negativ. Dabei wurde das Chromatogramm nach dem Bespriihen mit 0,2 proz. 
Kupfersulfatlésung getrocknet, dann 5 Min. in Ammoniakatmosphare gehangt und 
anschlieBend mit 0,lproz. alkohol. Diphenylcarbazidlésung bespriiht. Bei An- 
wesenheit von Pyrimidinen hatten auBer den Purinflecken weitere farblose Flecken 
auf dem durch das Reagenz violett gefairbten Papier erscheinen miissen. 

In dieser Fraktion fand sich aber noch ein weiterer diazopositiver Stoff, der 
nach anfanglichen Schwierigkeiten eindeutig als Urocaninsaure erkannt wurde 
(vgl. Tab. 1). 

Im Elektropherogramm blieb die Urocaninséure entweder am Startstrich kleben 
oder wanderte etwas zur Anode. 

Bei dem elektrophoretischen Nachweis wurde das Papier Schleicher & Schiill 
2317 verwandt. Als Puffer diente ein Gemisch Pyridin;Eisessig/Wasser 90:10: 900, 
pu 6,5. Die Laufzeit betrug 414 Stdn. bei 350 Volt (10 V/cm). Die Wanderungs- 
strecke zum positiven Pol betrug 1,3 cm, die Urocaninsaure farbte sich mit dem 
Sprithreagenz IV orangegelb. 


* Analysen von Dr. Ing. A. Schoeller, Kronach, BambergerstraBe 20. 
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Als weiterer Beweis war die Bayersche Probe auf Doppelbindungen positiy, 


Aus dem Filtrat der Purinbasenfaillung wurde mit festem Baryt die Arginin. 
Histidin-Fraktion abgetrennt, die nach Zerlegen mit Schwefelwasserstoff bei 
schwefelsaurer Reaktion und exaktes Entfernen der Sulfationen in die freien Basen 
iibergefiihrt und dann eingeengt wurde. 


Mit Flaviansaure fiel ein rétlich-gelber Niederschlag, der umkristallisiert 2.4 g 
wog. Ein Teil dieses Flavianates wurde mit Baryt zerlegt, das iiberschiissige Barium 
durch Kohlendioxyd und Schwefelsaure entfernt, so da8 in der alkalisch reagierenden 
Lésung keine Bariumionen und nur Spuren von Schwefelséure vorhanden waren, 
Die Lésung wurde eingeengt und papierchromatographisch untersucht, es fand sich 
reines Arginin (vgl. Tab. 1). 

Mit Spriithreagenz VI gab die Substanz auf dem vom Reagenz gelbgefarbten 
Papier zunachst einen rotvioletten Fleck, der nach einiger Zeit farblos wurde. 
Diese Reaktion beruht auf der Amidingruppierung des Arginins. 


Das Filtrat der Flaviansiurefallung wurde vom Fallungsmittel befreit. Mit 
Pikrolonsaure fiel ein gelber Niederschlag, der aus heiSem Wasser umkristallisiert, 
38,7 mg wog; Schmp. 222°. 


Ein Teil dieses Pikrolonates wurde mit Baryt in die freie Aminosaure iiber. 
gefiihrt und im Papierchromatogramm neben authent. Material als Histidin 
erkannt (vgl. Tab. 1). 


Das von der Pikrolonsiure befreite Filtrat gab mit ammoniakalischer Rei- 
neckatlésung einen voluminésen Niederschlag, der nach Absitzen im Kiihlschrank 
abgetrennt werden konnte. Das ammoniakalische Reineckat wurde mit Silbersulfat 
zerlegt, iiberschiiB. Silber mit Schwefelwasserstoff, die Sulfationen durch Baryt 
entfernt und die freien Basen im Exsikkator eingeengt. Wegen der geringen Menge 
dieser Fraktion war nur eine papierchromatographische und papierelektrophoretische 
Untersuchung méglich. 


Im Papierchromatogramm lieBen sich durch verschiedene Lésungsmittel- 
gemische die einzelnen Basen gut trennen und konnten durch mitlaufende Ver- 
gleichssubstanzen eindeutig identifiziert werden. Sie sindin Tab. 2 zusammengestellt. 
Die beste Trennung wurde mit dem Liésungsmittelgemisch V erzielt. 























Tabelle 2. 
Ry-Wert im p 
Lésungsmittelgemisch Sprih- 
I II IV V _— 
Seer esc ree cA i, ee 0,37 V 
PR ee ek Ge 0,11 0,04 0,04 0,03 I 
Ue 1 ee BR aaa eer 0,16 0,09 0,12 0,10 I, VI 
PetesOIn . . we 0,14 0,08 0,07 0,13 I 
Caaawen. 5 2s. 5k 0,18 0.10 0,09 0,20 I 
UMA. 4). ss 66s 0,24 9,18 0,26 0,28 I, VI 
Co eee 0,45 0,47 0,56 0,55 VI 
Dimethylguanidin .... 0,53 0,56 0,68 0,76 VI 


Als weiteres Kriterium wurde diese Fraktion papierelektrophoretisch getrennt 
(unter Verwendung von Papier Schleicher & Schiill 2317). Als Puffer diente ein 
Gemisch Pyridin/Eisessig/Wasser 90:10:900, px 6,5; die Laufzeit betrug 41% Stdn. 
bei 340 Volt. Die einzelnen Basen trennten sich sehr scharf, bespriiht wurde mit 
Ninhydrin- bzw. Fearons Reagenz. 
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Die Wanderungsstrecken waren: 


Ornithin 12,6 cm (Ninhydrin: rétlich-violett) 
Arginin 15,5 cm (Fearon: rotviolett — farblos) 
Cadaverin 22,5 cm (Ninhydrin: blau) 
Dimethylguanidin 23, 0 cm (Fearon: rot — rosa) 
Putrescin 24,0 em (Ninhydrin: blau) 

Guanidin 24,5 cm (Fearon: orange) 

Agmatin 27,0 cm (Fearon: rot — farblos). 


Das Filtrat der Reineckatfallung wurde in gleicher Weise wie oben beschrieben 
zerlegt und im Exsikkator eingeengt. Mit Pikrinsaure fiel ein krist. Niederschlag, 
der mehrmals aus heiBem Wasser umkristallisiert wurde. Die Prismen hatten den 
erwarteten Schmp. 222°. Papierchromatographisch und papierelektrophoretisch war 
die Substanz einheitlich, es handelte sich um das Pikrat der Urocaninsaure. 
Die isolierte Menge reichte zur Analyse nicht aus. 


Zusammenfassung 


Aus der Roten Wegschnecke, Arion empiricorum, konnten Isoamy1- 
amin, Urocaninsaure, Arginin und Histidin isoliert werden. Da- 
neben lieBen sich die Purinbasen Hypoxanthin und Guanin nach- 
weisen. 

Im Elektropherogramm und auch papierchromatographisch durch 
verschiedene Lésungsmittelgemische wurden Cholin, Agmatin, Pu- 
trescin, Cadaverin, Ornithin, Guanidin und Dimethylguanidin 
getrennt und eindeutig erkannt. 


Summary 


Isoamylamine, urocanic acid, arginine and histidine were isolated 
from the red snail, Arion empiricorum. The purine bases, hypoxanthine 
and guanine, were also found. 

By electrophoresis and by paperchromatography in different solvent 
systems, choline, agmatine, putrescine, cadaverine, ornithine, guanidine 
and dimethylguanidine were seperated and identified. 


Dr. H.G. MenBen, Wiirzburg, Physiologisch-Chemisches Institut, Koellikerstr. 2. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 318 5 
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Synthese aliphatischer «-Amino-8-hydroxy-carbonsaéuren 
durch Aldolreaktion mit Acetaminomalonsaure 
und deren Monoester 
Von 
Heinrich Hellmann und Helmut Piechota 


Aus dem Chemischen Institut der Universitit Tibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Oktober 1959) 


Eine einfache Synthese fiir «-Amino-f-hydroxy-carbonsiuren mit 
allgemeiner Anwendungsfihigkeit ist bisher nicht bekannt geworden. 
Von den zahlreichen Synthesen des Serins! diirfte die von King? be- 
schriebene die beste sein, die in einer Addition von Formaldehyd an den 
leicht zuganglichen Acetaminomalonester mit nachfolgender Hydrolyse 
des Hydroxymethyl-acetaminomalonesters besteht (Gesamtausbeute 65°, 
d. Th.): 


CH,O + HC(CO,C,H,), CH,—C(CO,C,H,), won CHs—C(CO,H), 
NH—COCH, OH NH—COCH, OH NH—COCH, 
co, CH,—CH—CO,H no, CH;—CH—CO,H 

OH NH—COCH, OH NH, 


Die Addition des Formaldehyds verliuft bei Verwendung von Natrium- 
hydroxyd als Katalysator praktisch quantitativ. Mit Schwierigkeiten ist 
dagegen die Totalhydrolyse des Adduktes behaftet. Da das Molekiil durch 
Mineralsiure volkommen zerstért wird, ist man auf die alkalische Hydro- 
lyse angewiesen, die zur Hydroxymethyl-acetaminomalonsaure fiihrt. 
Diese mu8 durch Erhitzen mit Essigsiiure decarboxyliert und die ent- 
standene «-Acetamino-f-hydroxy-propionsiure durch Kochen mit konz. 
Salzsiure entacetyliert werden. Das so erhaltene Serin laBt sich 
jedoch nur durch Extraktion mit heifem absol. Alkohol von Natrium- 
chlorid und Natriumacetat befreien, wobei es wieder verestert wird, so 
daB eine nochmalige Verseifung durch Kochen mit konz. Salzsiure er- 
forderlich ist, die eine weitere Zersetzung des recht siureempfindlichen 
Serins zur Folge hat. Der Ersatz des Acetaminomalonsiure-diithyl- 
esters durch die leichter hydrolysierbaren Formamino- und Acetamino- 
malonsiure-dimethylester bietet keine wesentlichen Vorteile. 


Lit. Zusammenstellung bei H. E. Carter u. H. D. West, Org. Syntheses 
20, 81 [1940]. 

2 J.A. King, J. Amer. chem. Soc. 69, 2738 [1947]; U.S. Pat. 2 530 065, 
vgl. Chem. Abstr. 45, 2971 [1951]. 
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Um den Schwierigkeiten bei der Hydrolyse des Hydroxymethyl- 
acetaminomalonesters zu entgehen, versuchten wir die Esterverseifung 
der Aldolreaktion voranzustellen. Acetaminomalonsiure-dimethylester® 
jiBt sich durch absol. methanol. Kalilauge zum Dikalium-acetamino- 
ren malonat verseifen (68% d.Th.). Aus dem leicht isolierbaren Salz kann 
man die Acetaminomalonsiure durch Zugabe von absol. athanol. Salz- 
siure in einer Ausbeute von 88% d. Th. gewinnen. 


Eine Reinigung durch Umkristallisieren ist nicht méglich, weil die Acetamino- 
malonsdure bereits in geléster. Form bei gelindem Erwarmen decarboxyliert wird 
unter Bildung von Aceturséure. Ein ahnliches Verhalten ist von der Malonsaure 
selbst bekannt, die sich in waBr. Lésung bereits bei 68° unter Decarboxylierung 
zersetzt*, obwohl ihr Schmelzpunkt mit 135,5° relativ hoch liegt, und die Schmelze 
erst oberhalb von 140° Kohlendioxyd entwickelt®. 


Die analoge Darstellung von Formaminomalonsiure gelang nicht. 
mit | var lieB sich Formaminomalonsaure-dimethylester mit einer Ausbeute 
von 53% d. Th. zum Dikalium-formaminomalonat verseifen, doch lieferte 





er die nachfolgende Behandlung mit athanolischer Salzsiure keine analysen- 

1 ik reinen Produkte. Auch schonendere Behandlung mit einem Dowex- 

olyse Kationenaustauscher fiihrte zu keinem giinstigeren Ergebnis. 

65 % Die direkte Darstellung der Acylaminomalonsauren aus Malonsaure in Analogie 
zur Synthese ihrer Ester ist nicht mdéglich, weil sich die Isonitroso-malonsaure in 
saurem Mileu rasch unter Bildung von Blausaéure, Kohlendioxyd und Wasser 
zersetzt. 

a Die Addition von Formaldehyd an Acetaminomalonsiure 

—_ gelingt am besten bei Raumtemperatur mit Triithylamin als Kataly- 
sator; sowohl Kaliumcarbonat als auch Natriumhydrogencarbonat blei- 
ben in ihrer Wirksamkeit weit hinter dem Triaithylamin zuriick. Beim 
Zusammengeben der Komponenten tritt augenblicklich lebhafte Reaktion 

jum- unter Erwirmung und Gasentwicklung ein. Zwischenprodukte wurden 

n ist nicht isoliert. Nach hydrolytischer Abspaltung des Acetylrestes durch 

arch Kochen mit wiBr. konz. Salzsiure und der iiblichen Aufarbeitung wurde 

dro- halogenfreies DL-Serin, welches sich in der Papierchromatographie als 
hrt. rein erwies, in einer Ausbeute von 61,5% d. Th. erhalten. 

ent- 

onz. FR-CHO + HC(CO,H), _ 9, /R-CH—CH—CO,H \ j,q R—CH—CH—CO,H 

ot NH—COCH, ( OH des doce:) bu Nu, 

a R = H, CH. 

| CF. 

hen Wihrend die Aldolreaktion der Acetaminomalonsiure-diester streng 

ryl- auf den Formaldehyd beschrinkt ist, vermag die Acetaminomalonsiure 

no- auch mit dem Acetaldehyd zu reagieren. Die Hydrolyse des Reaktions- 
produktes fiihrt zu Threonin mit einer Gesamtausbeute von 50% d. Th. 

BBES 3-H. Hellmann u. F. Lingens, diese Z. 297, 283 [1954]. 

4 F, Lamouroux, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 128, 998 [1899]. 
165, 5 C. Heintzel, Liebigs Ann. Chem. 139, 132 [1866]; E. v. Hjelt, Ber. dtsch. 


chem. Ges. 27, 1178 [1894]. 
5* 
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Ob sich auch andere aliphatische Aldehyde in gleicher Weise mit Acet. 


aminomalonsiure umsetzeri, wurde nicht mehr untersucht, nachdem die | 


Acetaminomalonsiure-monoester als weit giinstigere Ausgangsstoffe fiir 
die Synthese von «-Amino-f-hydroxy-carbonséuren erkannt wurden. 

Acetaminomalonsiure-monomethy lester ist aus dem Diester 
in 90proz. Ausbeute bequem zuginglich®. Im Gegensatz zur Acetamino. 
malonsaure nimmt der Monoester bei Raumtemperatur in Gegenwart von 
Triaithylamin ein Mol. Formaldehyd quantitativ auf. In dieser Hinsicht 
verhalt er sich wie der Diester, der jedoch stirkere Basen verlangt. Die 
Addition des Aldehyds an den Monoester ist, wie die an die Acetamino. 
malonsiure, mit einer Abspaltung von Kohlendioxyd gekoppelt, so daf 
sich eine gesonderte Decarboxylierung eriibrigt. Nach beendeter Reaktion 
wird das Gemisch mit konz. Salzsiiure gekocht und das DL-Serin-hydro. 
chlorid ohne Isolierung auf iibliche Weise in kzistallisiertes, papier. 
chromatographisch reines, halogenfreies DL-Serin iibergefiihrt. Die Aus. 
beute betrigt 73% d. Th., bezogen auf Monoester. Diese Darstellung des 
DL-Serins im Eintopfverfahren bietet keinerlei priparative Schwierig. 
keiten. 


CO,H 





R—CHO + HO—CO,CH, pre “= CH- il, | ow Mes af 


‘ake! l 
OH NH—COCH, H NH, 


R = H, CH,, C,H,, n-C;H,, n-C,Hy, n-C;H,,, n-C,Hys, n-C,Hy,5. 


NH—COCH, 


In prinzipiell gleicher Weise wird Acetaldehyd von Acetaminomalon- 
siure-monomethylester unter Decarboxylierung in Gegenwart von Tri- 
ithylamin aufgenommen. Die Hydrolyse fiihrt zu einem Threonin- 
Gemisch (53% d.Th., bezogen auf Monoester), welches nach mikro- 
biologischer Testung zu 95% aus DL-Allothreonin und 5% aus DL- 
Threonin besteht*. Auch fiir Threonin ist bereits eine groBe Zahl von 
Synthesen bekannt’, die jedoch von der hier beschriebenen an Einfachheit 
und Ergiebigkeit iibertroffen werden diirften. 

Dieses giinstige Ergebnis veranlafte uns, weitere aliphatische un- 
verzweigte Aldehyde auf ihre Eignung zur Addition an den Acetamino- 
malonsdure-monomethylester zu priifen. Da diese Priifung im Rahmen 
einer Untersuchung iiber die Aldolreaktion erfolgte, wurden alle Versuche 
um vergleichbarer Bedingungen willen bei Raumtemperatur unter Tri- 
ithylamin-Katalyse durchgefiihrt. Eine Diastereomeren-Analyse der je- 
weils nach Hydrolyse der Addukte erhaltenen «-Amino-f-hydroxy- 
carbonsduren wurde nicht vorgenommen. Es ist zu vermuten, daB sich 


6 H. Hellmann,K. Teichmannu. F. Lingens, Chem. Ber. 91, 2427 [1958]. 

? Lit. Zus. bei H. E. Carter u. H. D. West, Org. Syntheses 20, 101 [1940]; 
Houben-Weyl-Miiller, Methoden der org. Chemie, Georg Thieme Verlag, 
Stuttgart 1958, Bd. XI/2, 8. 419. 

* Fiir die mikrobiologische Untersuchung danken wir den Farbenfabriken 
Bayer, Werk Elberfeld. 
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die Ausbeuten und die Diastereomerengemische mit der Natur der 
pasischen Katalysatoren andern werden®. Das Ergebnis der Synthese zeigt 
die Tabelle. 


Ubersicht iiber die in Gegenwart von Triathylamin bei Raumtemperatur syn- 
thetisierten «-Amino-$-hydroxy-carbonsauren. 











Eingesetzter ro hvd — a: Sch Re* | Lit 
Aldehyd a«-Amino-$-hydroxy-carbonsaure a (~% chmp.| Ry i me 

Formaldehyd Serin 72 | 246° | 0,58 ine 
Acetaldehyd Threonin 53 234° | 0,62 ? 
Propionaldehyd |3-Hydroxy-norvalin 44 | 231° | 0,66 : 
n-Butyraldehyd |3-Hydroxy-norleucin 51 | 228° | 0,69 | 1° 
n-Valeraldehyd |2-Amino-3-hydroxy-énanthsaure 11 | 223° | 0,72 
n-Hexanal 2-Amino-3-hydroxy-caprylsaure 8 | 221° | 0,77 | — 
(manthaldehyd |2-Amino-3-hydroxy-pelargonsiure} 2 | 217° | 0,80 | — 
n-Octanal 2-Amino-3-hydroxy-caprinsaure 0,5] 202° | 0,82 | — 














* Aufsteigende Papierchromatographie im FlieBmittelgemisch Pyridin/Wasser 65:35". 


Die Reaktion tritt in allen Fallen ein. Die Ausbeuten nehmen jedoch 
vom n-Valeraldehyd ab aufwirts stark ab. Wiahrend bei den ersten 
Gliedern der homologen Reihe der Zwitterionencharakter der Amino- 
hydroxysiuren in Erscheinung tritt, iiberwiegt mit zunehmender Ketten- 
linge der organische Charakter. Das kommt zum Ausdruck in der ab- 
nehmenden Wasser- und zunehmenden Alkohol-Léslichkeit. Die ersten 
Glieder der Reihe werden durch Alkohol aus war. Lésung ausgefillt, 
die letzten lésen sich gut in Alkohol, lassen sich aber aus Wasser um- 
kristallisieren. Die Schmelzpunkte sinken mit zunehmender Kettenlinge, 
und die Ry-Werte steigen bei Verwendung von Pyridin/Wasser 65:35 
als Flie8mittel kontinuierlich an. 


8 Vgl.G.Ehrhart, Chem. Ber. 86,483 [1953]; E. D. Bergmann, H. Bendas 
u.Ch. Resnick, J. chem. Soc. [London] 1953, 2564; E. D. Bergmann, H. Bendas 
u. E. Krakauer, ebenda 1954, 1064; D. O. Holland, P. A. Jenkins u. J. H.C. 
Nayler, ebenda, 1958, 273; K. N. F. Shaw u. S. W. Fox, J. Amer. chem. Soc. 
75, 3421 [1923]. : 

9 E. Abderhalden u. K. Heyns, Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 530 [1934]; 
A. E. Osterberg, J. Amer. chem. Soc. 49, 539 [1927]; M.M. Botwinnik, 
E. Morozowa u. G. Samsonowa, C. R. Acad. Sci. URSS 30, 133 [1941], vgl. 
Chem. Abstr. 85, 4349 [1941]; N. Izumiya, J. chem. Soc. Japan, pure Chem. Sect. 
[Nippon Kagaku Zassi] 72, 700, 784 [1951], vgl. Chem. Abstr. 46, 11108 [1952]; 
H.W. Buston, I.Churchman u. J. Bishop, J. biol. Chemistry 204, 665 [1953]; 
D. E. Sunko u. A. Kisié, Arhiv Kemiju [Arch. Chim.] 27, 31 [1955], vgl. Chem. 
Abstr. 50, 4809 [1956]; R. Adams u. M. Gianturco, J. Amer. chem. Soc. 78, 
1919 [1956]. 

10 —. Abderhalden, diese Z. 251, 164 [1938]; C. Niemann u. C. T. Rede- 
mann, J. Amer. chem. Soc. 68, 1932 [1946]; R. T. Adams u. C. Niemann, ebenda 
78, 4260 [1951]; H. W. Buston u. J. Bishop, J. biol. Chemistry 215, 217 [1955]. 

11H. Kirby-Berry, H. E. Sutton, L. Cain u. J.S. Berry, Univ. Texas 
Publ. 1941, No. 5109, 34; vgl. F. Turba, Chromatographische Methoden in der 
Proteinchemie, Springer-Verlag, Heidelberg 1954, S. 177. 
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Dem Fonds der Chemischen Industrie und der Deutschen For. 
schungsgemeinschaft danken wir fiir finanzielle Hilfe, den Farbenfabriken 
Bayer und der Badischen Anilin- & Soda-Fabrik fiir die groBziigige Uber. 
lassung von Chemikalien. 

H. Piechota dankt der Studienstiftung des Deutschen Volkes fiir 
ein Stipendium. 

Beschreibung der Versuche 


1. Hydroxymethyl-formaminomalonsaure-dimethylester: Die Sus. 
pension von 8,75g (0,05 Mol) Formaminomalonsaure-dimethylester in 
10 cm absol. Methanol wird mit 5,3 g 36proz. waBr. Formaldehyd und 0,5 cm! 
ln NaOH versetzt und 24 Stdn. bei Raumtemperatur stehen gelassen. Dabei geht 
der Ester allmahlich vollstandig in Lésung, und sein Hydroxymethylderivat scheidet 
sich in Tafeln ab. Das Lésungsmittel wird im Vak. abgezogen und das zuriick. 
bleibende Kristallisat aus Methanol umkristallisiert. Schmp. 130—132°. Ausbeute 
quantitativ. 

C,H,,NO, (205,2) Ber. C 40,98 H5,40 N 6,83 
Gef. C 40,90 H 5,54 N 6,78 

2. Acetaminomalonsiaure: Die Suspension von 18,9g (0,1 Mol) Acet- 
aminomalonsaure-dimethylester in 50 cm® absol. Methanol wird im Verlaufe 
von 2 Stdn. unter Riihren tropfenweise mit der Lésung von 11,2 g (0,2 Mol) Kalium. 
hydroxyd in 50 cm’ absol. Methanol versetzt und 16 Stdn. bei Raumtemperatur 
stehen gelassen. Das ausgefallene Dikalium-acetaminomalonat wird abge-. 
saugt, mit Methanol gewaschen und im Vak. iiber CaCl, getrocknet. Ausb. 16,2 ¢ 
(68% d. Th.). 

___ Eine Suspension von 23,7 g (0,1 Mol) des Dikaliumsalzes in 200 cm® absol. 
Athanol wird unter Riihren und Eiskiihlung mit 11,3 cm? 8,85n absol. athanol. 
Salzséure tropfenweise versetzt. Nach 15 Min. wird das Ungeléste abfiltriert, im 
Vak. iiber CaCl, getrocknet, fein gepulvert und nochmals in der gleichen Weise 
mit absol. athanol. Salzsiure behandelt. Die vereinigten Filtrate hinterlassen nach 
dem Vertreiben des Liésungsmittels im Vak. bei Raumtemperatur im Diinn- 
sthichtverdampfer die Acetaminomalonsiure als weiBes, feinkristallines Pulver. 
Dieses wird in méglichst wenig absol. Athanol gelést und die Lésung mit einem 
UberschuB an gekiihltem absol. Ather versetzt. Die so gefallte gelatinése Ver- 
unreinigung wird abfiltriert und das Filtrat im Vak. bei Raumtemperatur zur 
Trockne eingedampft. Schmp. 131° (Zers.). Ausb. 14,1 g (88,4% d. Th.). 
C;H,NO, (161,1) Ber. C 37,27 H4,38 N8,70 
Gef. C 37,46 H4,43 N 8,69 
3. Dikalium-formaminomalonat: 35g (0,2 Mol) Formaminomalon- 
siure-dimethylester® werden mit 22,4 g (0,4 Mol) Kaliumhydroxyd wie bei 2. 
beschrieben verseift. Beim Trocknen im Hochvak. bei 50° verliert die Substanz bis 
zu 45% an Gewicht. Ausb. 24,1 g (53% d. Th.). 
K,C,H,NO,; (223,3) Ber. K 35,02 Gef. K 36,21 
4. Serin aus Acetaminomalonsaure: Die Lésung von 1,61 g (0,01 Mol) 
Acetaminomalonsaure in 2g 40proz. Formalin wird mit 1g (0,01 Mol) 
Tridthylamin vereinigt, worauf unter Erwirmung und Gasentwicklung momentan 
eine lebhafte Reaktion einsetzt, die durch Kiihlen gemaBigt wird. AnschlieBend 
bleibt das Gemisch 16 Stdn. bei Raumtemperatur stehen, wobei die Gasentwicklung 
anhalt. Beim Eindampfen im Vak. bleibt ein farbloser Sirup zuriick, der im doppelten 
Volumen waBr. konz. Salzsaure 30 Min. gekocht wird. Durch Verjagen der Salzsaure 
im Vak. bei 100° erhalt man eine dunkelbraune Masse. Sie wird in sehr wenig Wasser 
gelést und mit Ammoniak auf pp 8 gebracht. Abermaliges Eindampfen im Vak. 
fiihrt zu einem dunkelbraunen Sirup, der beim Durchkneten mit wenig absol. Athanol 
kérnig wird. Aus der waBr. Lésung dieses Produktes wird das pLu-Serin durch 
Zusatz eines Uberschusses an absol. Athanol, zuletzt an absol. Ather ausgefiillt. 
Umkristallisieren aus Wasser/Athanol ergibt papierchromatographisch reines, chlor- 
freies Serin. Aush. 0,62 g (61,5% d. Th.). 
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5. Threonin aus Acetaminomalonsaure: Der Ansatz aus 8,05 g (0,05 Mol) 
Acetaminomalonsaure, 15g (0,34 Mol) frisch dest. Acetaldehyd und 5g 
(0,05 Mol) Triéthylamin verhalt sich dem unter 4. beschriebenen analog. Der bei 
entsprechender Aufarbeitung nach Eindampfen der mit Ammoniak auf px 8 ge- 
brachten Lésung verbleibende Riickstand wird in wenig siedendem Athanol gelést. 
Beim Abkiihlen fallen etwa 2g Ammoniumchlorid aus, beim Einengen ferner 
geringe Mengen an Triathylamin-hydrochlorid. Die nach Entfernen der Salze er- 
haltene Lésung scheidet auf Zusatz von iiberschiiss. Chloroform eine erste Fraktion 
Threonin als farblosen Niederschlag ab und liefert beim Einengen im Vak. auf dem 
Dampfbad eine weitere Fraktion als braunen Sirup, der beim Stehenlassen unter 
absol. Ather im Kiihlschrank kristallisiert. Gesamtausbeute 3 g (50,4% d. Th). 
Das Produkt enthalt nach der Papierchromatographie geringe Spuren von Glycin. 

6. «-Amino-#-hydroxy-carbonsauren aus Acetaminomalonsaure- 
monomethylester 

Samtliche Synthesen wurden im 0,1 mol. MaBstab in Gegenwart von Tri- 
ithylamin bei Raumtemperatur durchgefiihrt; in manchen Fallen kam ein Uber- 
schu8 des Aldehyds zur Anwendung. Die Ansatze und Aufarbeitungen entsprachen 
im groBen und ganzen den nachfolgend fiir das Serin ausfiihrlich beschriebenen. 
Aus jeweils 17,5 g (0,1 Mol) Acetaminomalonsaure-monomethylester, 10 g (0,1 Mol) 
Triadthylamin und den unter a)—h) angegebenen Mengen an Aldehyd wurden 
gewonnen 

a) Serin: 20 g 40proz. Formalin. Das Gemisch von Halbester und Aldehyd 

wurde portionsweise mit Triathylamin versetzt. Beim Umschiitteln léste sich der 
Halbester unter Erwérmung und Gasentwicklung auf. Nach 24 stdg. Stehenlassen 
bei Raumtemperatur wurde die gelbliche Lésung im Vak. zu einem Sirup ein- 
gedampft, dieser mit 50 cm® konz. Salzsiure 1 Stde. gekocht, die braune Lésung 
im Vak. auf dem Dampfbad eingedampft, der sirupése Riickstand in wenig Wasser 
gelést und mit Ammoniak auf py 8—9 gebracht. Beim erneuten Eindampfen im 
Vak. auf dem Dampfbad entstand eine hellbraune Kristallmasse, die 20 Min. mit 
Tierkohle in wenig Wasser gekocht wurde. Nach Abfiltrieren der Tierkohle wurde 
das Filtrat bis zur beginnenden Abscheidung des Serins mit Athanol versetzt; zu 
ihrer Vervollstandigung wurde auf — 20° gekiihlt und darauf das Serin abgenutscht. 
Es war papierchromatisch einheitlich, enthielt nur Spuren von Ammoniumchlorid 
und wurde durch Umkristallisieren aus Alkohol/Wasser ganz rein erhalten. Ausb. 
7,3 g (72,3% d. Th.). 

b) Threonin: 20 g (0,5 Mol) frisch dest. Acetaldehyd ; 60stdg. Reaktions- 

dauer; Umkrist. aus Wasser/Athanol. Ausb. 6,3 g (53% d. Th.). 

c) 3-Hydroxy-norvalin: 11,6 g (0,2 Mol) frisch dest. Propionaldehyd. 

Der nach Eindampfen der ammoniakal. Lésung verbliebene Riickstand wurde in 
60 cm? Wasser gelést, mit Tierkohle gekocht, filtriert und das noch heife Filtrat 
mit 85 cm* Athanol versetzt. Bei Kiihlung schied sich papierchromatographisch 
reines, ammoniumchloridfreies 3-H ydroxy-norvalin ab. Umkrist. aus Wasser/ 
Athanol. Ausb. 5,8 g (43,6% d. Th.). 
C;H,,NO, (133,2) Ber. C 45,10 H 8,33 N 10,52 
Gef. C 45,28 H 8,46 N 10,99 
d) 3-Hydroxy-norleucin: 14,4 g (0,2 Mol) frisch dest. n- Butyraldehyd. 
Das nach Eindampfen der ammoniakal. Lésung erhaltene braunliche kristallisierte 
Produkt wurde durch Umkristallisieren aus Wasser in die reine Aminosaure iiber- 
gefihrt. Ausb. 7,6 g (51,3% d. Th.). 
C,H,,;NO, (147,2) Ber. C 48,96 H8,90 N 9,52 
Gef. C 48,93 H8,91 N 9,75 
e) 2-Amino-3-hydroxy-énanthsaure: 10g (0,12Mol) frisch dest. 
n-Valeraldehyd. Der nach Einengen der ammoniakalischen Lésung erhaltene 
harzige Riickstand wurde mit Wasser ausgekocht. Die filtrierte Lésung schied beim 
Abkiihlen bereits die papierchromatographisch einheitliche, salzfreie Aminosaure ab, 
die aus Wasser oder Wasser/Athanol umkristallisiert werden kann. Ausb. 1,7 g 


(10,8% d. Th.). 
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C,H,;NO, (161,2) Ber. C 52,15 H9,38 N 8,69 
Gef. C 51,99 H8,66 N 8,85 
f) 2-Amino-3-hydroxy-caprylsaure: 10g (0,1 Mol) n-Hexanal. Auf. 
arbeitung und Umkristallisieren wie bei e). Ausb. 1,4 g (8% d. Th.). 
C,H,;NO, (175,2) Ber. N 7,99 Gef. N 8,31 
g) 2-Amino-3-hydroxy-pelargonsaure: 11,4g (0,1 Mol) Onanthal. 
dehyd. Aufarbeitung analog e). Umkristallisieren aus Wasser, Ausb. 0,4 g (2,1% 
d. Th.). 
C,H,,NO; (189,3) Ber. (57,11 H10,12 N 7,40 
Gef. C 57,16 H 9,75 N 7,25 
h) 2-Amino-3-hydroxy-caprinsaure: 12,8 g (0,1 Mol) n-Octanal. Auf. 
arbeitung analog e). Umkristallisieren aus Wasser/Athanol. Ausb.0,1 g (0,5% d. Th.). 
C,oH,;NO, (203,3) Ber. C 59,08 H 10,41 N 6,89 
Gef. C 58,94 H 10,10 N 6,89 


Zusammenfassung 


Acetaminomalonsiure-monomethylester addiert die homologe Reihe 
der unverzweigten aliphatischen Aldehyde vom Formaldehyd bis zum 
Octanal!* unter gleichzeitiger Decarboxylierung, wihrend die Aldol- 
reaktion der Acylaminomalonsiure-diester auf den Formaldehyd be- 
schrinkt ist; die Aldolreaktion des Monoesters diirfte demnach aufs 
engste mit der Decarboxylierung verkniipft sein. Die salzsaure Hydrolyse 
der nicht isolierten Addukte fiihrt zur homologen Reihe der «-Amino-f- 
hydroxy-carbonséuren vom Serin bis zur 2-Amino-3-hydroxy-caprin- 
siure. Die Amino-hydroxysiuren kénnen auch aus Acetaminomalonsiure 
dargestellt werden, deren Handhabung jedoch unbequemer ist. 


Summary 


Acetylaminomalonic acid mono-methylester adds on the homologous 
series of unbranched aliphatic aldehydes, from formaldehyde to caprylic 
aldehyde”, with simultaneous decarboxylation, whereas the aldolreaction 
of the acylaminomalonic acid diesters is limited to formaldehyde. The 
aldol-reaction of the monoester might, therefore, be closely connected 
with the decarboxylation. The HCl-hydrolysis of the adducts, which have 
not been isolated, leads to the homologous series of the «-amino-f- 
hydroxy-carboxylic acids from serine to 2-amino-3-hydroxy-caproic acid. 
The amino-hydroxy acids may also be prepared from acetylaminomalonic 
acid, which however, is less convenient to handle. 


Prof. Dr. H. Hellmann, Chemisches Institut der Universitat Tiibingen, 
WilhelmstraBe 33. 


12 Betr. Aldolreaktion aromatischer und heterocyclischer Aldehyde an Acet- 
aminomalonsaure-monoester vgl. H. Hellmann u. H. Piechota, Liebigs Ann. 
Chem., im Druck. 
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Die freien Aminoséuren in Ascites- und Pleurapunktaten* 
Von 
H. G. Knauff, H. Selmair und H. Zickgraf 


Aus der II. Medizinischen Klinik der Universitét Miinchen 
Direktor: Prof. Dr. Dr. G. Bodechtel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Oktober 1959) 


Wihrend den freien Aminosiuren des Blutplasmas bereits zahlreiche 
Untersuchungen gewidmet wurden!-*, ist iiber den Aminosiuregehalt von 
serésen Ergiissen noch recht wenig bekannt. Wir konnten bei Durchsicht 
umfangreicher Literatur keine einzige Arbeit finden, in der die ver- 
schiedenen freien Aminosdiuren dieser Fliissigkeiten bei einer gréBeren 
Anzahl von Fallen bestimmt wurden. Auch fiir den Gesamtaminostick- 
stoff gibt es bisher nur spirliche, meist ziemlich unzuverlissige, iltere 
Angaben*5, Dies ist bemerkenswert, denn verschiedene andere, in serésen 
Ergiissen vorkommende Substanzen wurden bereits eingehend unter- 
sucht®—!°, insbesondere die EiweiBstoffe®™. Da wir glauben, daf auch 
der Bestimmung der freien Aminosiuren eine gewisse Bedeutung zu- 


i Ms Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe. 

1 §. W. Hier u. O. Bergheim, J. biol. Chemistry 163, 129 [1946]; L. Hof- 
statter, P.G. Ackermann u. W. B. Kountz, J. Lab. clin. Med. 36, 259 [1950]; 
K. Schreier u. H. Plickthun, Biochem. Z. 320, 447 [1950]; C. A. Johnson u. 
0. Bergeim, J. biol. Chemistry 188, 833 [1951]; R. H. McMenamy, C. C. Lund 
u. J. L. Oncley, J. clin. Invest. 36, 1672 [1957]; J. J. Kelley u. H. A. Waisman, 
J. Haematology 12, 635 [1957]; D. Miiting, Arzneimittel-Forsch. 8, Beiheft, 79 
[1958]. 
2 W. H. Stein u. S. Moore, J. biol. Chemistry 211, 915 [1954]. 

3 H.G. Knauff, P. Dieterle u. H. Zickgraf, diese Z. 316, 186 [1959]. 

4 B. Lustig u. K. Firth, Biochem. Z. 215, 286 [1929]; F. Reiche, Med. 
Klin. 1983 I, 599. 

5 L. Lichtwitz, Klin. Chemie, 2. Aufl., 8. 630, Springer-Verlag, Berlin 1930. 

6 ©. H.Greene, J. L. Bollmann, N.M. Keith u. E.G. Wakefield, J. 
biol. Chemistry 91, 203 [1931]. 

7 Pp. Balint u. G. Benké, Experientia [Basel] 8, 458 [1947]. 

8 Gelengeru. Wiggers, Dis. Chest. 3, 325 [1949], zit. nach K. Engelbach, 
Tuberkulosearzt 4, 327 [1950]; W. L. Calnan, B. J. O. Winfield, M. F. Crowley 
u. A. Bloom, Brit. med. J. 1951, I, 1239. 

® C. Keller, Dtsch. Arch. klin. Med. 201, 136 [1954]. 

10 ©. Keller, Dtsch. Arch. klin. Med. 201, 539 [1954]. 

11H. Winter u. R. Traub, Wiener klin. Wschr. 62, 917 [1950]; O. Felder, 
Miinchener med. Wschr. 95, 928 [1953]; C..H.’Wunderly u. F. Wuhrmann, 
Plasma 1, 27 [1953]; R. Traub, Wiener klin. Wschr. 65, 322 [1953]; G. Fuchs, 
Klin. Wschr. 84, 1231 [1956]; P. Vannini u. A. Ippolito, Arch. Patol. Clin. 
med. 88, 113 [1956]. 











74 H. G. Knauff, H.Selmair und H. Zickgraf, Bd. 318 (1960) 


kommt, vor allem im Hinblick auf den Mechanismus, durch den diese 
Stoffe in die Fliissigkeiten gelangen, haben wir die vorliegende Studie 


unternommen. 
Methodik 


Untersucht wurden 23 Punktate (9 Exsudate, 14 Transsudate) aus Pleura- 
und Bauchhéhle. Der Gesamtaminosauregehalt wurde nach dem an anderer 
Stelle!2 von uns genauer beschriebenen manometrischen Verfahren nach 1. ¢.¥ 
quantitativ bestimmt. Die Genauigkeit der Methode entspricht der manometrischen 
Bestimmung von Van Slyke":!> und liefert exaktere Ergebnisse als die iiblichen 
kolorimetrischen Verfahren. 

Die Einzelaminosaéuren wurden nach zweidimensionaler Auftrennung 
durch ein bewahrtes hochspannungselektrophoretisch-papierchromatographisches 
Verfahren!* qualitativ bestimmt. Damit lassen sich bis 0,5 ug pro Einzelamino- 
sdure sicher nachweisen. Die Auftragsmenge zur Anfertigung der kombinierten 
Elektrophero-Chromatogramme wurde nach dem Ergebnis der Gesamtaminosaure- 
bestimmung so variiert, da8 stets die gleiche Aminosiuremenge auf das Papier kam. 
Hierdurch kénnenVerschiebungen im Aminosaurespektrum leichter beurteilt werden, 
Die quantitative Bestimmung der Einzelaminosauren erfolgte in einigen aus- 
gewahlten Fallen nach Trennung an Tonenaustauschersdulen!’?. Das Eluat wurde 
dabei kontinuierlich mit Ninhydrin versetzt und die Extinktion nach 1. c.1® auto- 
matisch registriert. Dies ist das derzeit genaueste Verfahren zur quantitativen 
Aminosaureanalyse. Wir verwendeten dazu die von Hannig!® angegebene Apparatur 
der Firma Bender & Hobein, Miinchen. 

20 m/ Ascites- oder Pleurapunktat wurden gleich nach der Entnahme mit 
60 ml Aceton in der Kalte enteiwei8t. Der Eiwei8- und Salzniederschlag wurde 
abzentrifugiert-und der Riickstand erneut mit Aceton ausgewaschen. Die Zentri- 
fugate wurden vereinigt und im Vak. das Aceton ausgetrieben. Die verbleibende 
Lésung wurde mit dest. Wasser wieder auf das urspriingliche Volumen gebracht 
und dann zur Entfernung der Lipoide und der bei der manometrischen Aminosiure- 
bestimmung stérenden Ketosiuren mehrmals mit gleichem Volumen Ather aus- 
geschiittelt. Zur manometrischen Bestimmung? wurde 1 ml entnommen. Der Rest 
wurde 30 Min. nach 1. c.2° elektrolytisch entsalzt und im Vak. vorsichtig zur 
Trockene gebracht. Den Riickstand nahmen wir mit 0,1n HCl im Verhiltnis 1: 200 
auf. Davon wurde eine 18 Mol Gesamtaminosiuren enthaltende Menge (ent- 
sprechend 2,24—8,65 ml urspriinglicher Punktatfliissigkeit) punktformig auf Filter- 
papier (Schleicher & Schill, 2043b, Format 75x35cm) aufgetragen. Hoch- 
spannungselektrophorese: 90 Min. bei 4000—5000V (60—80 V/cm), Puffer: 
Ameisensaure/Hisessig/Wasser 1:3:16 (pH 1,9). 

Nach der Elektrophorese wurde der Bogen getrocknet, dann 20 Stdn. senkrecht 
zur elektrophoretischen Laufrichtung aufsteigend chromatographiert und mit 
Ninhydrin nach 1. c.?! entwickelt. 


2H. G. Knauff u. H. Selmair, diese Z. 317, 108 [1959]. 

13 E. W. Chapelle u. J. M. Luck, J. biol. Chemistry 229, 171 [1957]. 

4 DP. D. Van Slyke, R. T. Dillon, D. A. MacFadyen u. P. Hamilton, 
J. biol. Chemistry 141, 627 [1941]; D.D. Van Slyke, D. A.MacFadyen u. 
P. Hamilton, ebenda 150, 251 [1943]. 

15 P. B. Hamilton u. D. D. Van Slyke, J. biol. Chemistry 150, 231 [1943]. 

16 H.G. Knauff, W. Mialkowsky u. H. Zickgraf, Z. klin. Med. 155, 
483 [1959]. 

17 §. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 192, 663 [1951]. 

18 §. Moore, D. H.Spackman u. W. H. Stein, Analytic. Chem. 30, 1185 
[1958]; D. H. Spackman, W.H. Stein u. 8. Moore, ebenda 80, 1190 [1958]. 

19 K. Hannig, Clin. Chim. Acta 4, 51 [1959]. 

20 R. Consden, A. H. Gordon u. "A. J. Martin, Biochem. J. 88, 224 [1944]. 
21 A, L. Levy u. D. Chung, Analytic. Chem. 25, 396 [1953]. 
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Zur Ionenaustauscher-Chromatographie wurde 1 ml einer im Verhiltnis 1:10 
eingeengten, enteiweiBten Probe aus Pleura- oder Ascitespunktat auf die Aus- 
tauschersaule aufgetragen. Die Trennung der sauren und neutralen Aminosauren 
geschah an einer 120 cm langen, mit Dowex 50X8 (400—800 mesh) gefiillten, 
durch einen Flissigkeitsmantel gleichmaBig temperierten (50°) Glassiule (lichte 
Weite 9mm). Die Elution wurde mit Citratpuffer von py 3,25 begonnen. Nach 
5 Stdn. wurde der pq-Wert kontinuierlich auf 5,4 erhéht und die Analyse nach dem 
Erscheinen des Tyrosingipfels (14 Stdn. nach Beginn der Elution) beendet. Die 
basischen Aminoséuren wurden an einer 50cm langen, mit Amberlite IRC 50 
gefiillten Saule (lichte Weite 6mm; Temp. 50°) getrennt. Zur Elution diente ein 
Puffer von px 7,0. Das Eluat wurde kontinuierlich mit einer gepufferten Ninhydrin- 
ldsung versetzt und nach Farbentwicklung die Extinktion bei 578 my und 436 mu 
automatisch gemessen und in Kurvenform registriert. Fiir weitere methodische 
Einzelheiten verweisen wir auf die Originalliteratur'®!9, 


Ergebnisse 


1. Gesamt-a-Aminostickstoff 


Die gefundenen Gesamtaminosiuremengen liegen zwischen 2,09 und 
5,67 uMol/m/ Punktatfliissigkeit (Tab. 1). Ein einzelner extrem hoher 


Tab. 1. Gesamtmenge an freien x-Aminosduren (jsMol/ml) in Pleura- und Ascites- 
punktaten bei verschiedenen Erkrankungen. 




















Amino- | Spezif. 
Patient saure- Gew. d. Diagnose 
menge |Punktates 
Exsudate (Rivalta-Probe positiv) 
V. B. 3,57 1018 Pleuritis exsudativa bei Pneumonie 
W. D. 3,45 1025 Ascites bei Peritonealcarcinose (himorrhag.) 
B. K. 4,65 1016 Pleuritis exsudativa 
2,09 1017 
C.K. 3,80 1022 Pleuritis exsudativa bei Pneumonie 
K. K. 4,23 1022 Pleuritis exsudativa bei Pneumonie 
4,61 1023 
h. R. 2,20 1024 Pleuritis exsudativa tuberculosa 
Pi be 3,12 1020 Pleuritis exsudativa bei Pneumonie 
Transsudate (Rivalta-Probe negativ) 
K. G. 2,10 1010 Ascites bei Lebercirrhose 
E. K. 4,97 1010 Pleuraergu8 bei EinfluBstauung infolge 
Mediastinaltumor 
K. R. 5,84 1005 Ascites bei Lebercirrhose 
G.S. 5,04 1003 Pleuraergu8 bei Erythematodes 
3,33 1005 mit Lebercirrhose, Glomerulonephritis 
3,87 1004 und Herzinfuffizienz 
4,72 1002 
4,93 1003 
8,38 1005 
4,31 1006 Ascites beim gleichen Fall 
N.S. 5,67 1007 Pleuraergu8 bei Herzinsuffizienz 
P. W. 3,00 1005 Pleuraergu8 bei Herzinsuffizienz 
2,79 1006 (Aortenstenose) 











3,10 1005 
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Wert von 8,38 uMol stammt von einem stark himorrhagischen Pleura- 
erguB bei Erythematodes visceralis mit Nephritis und wechselnder Rest -N- 
Erhéhung auch im Serum. Unterschiede zwischen Exsudaten und Trans- 
sudaten konnten nicht festgestellt werden. Auch war die Herkunft ohne 
Belang. Im Ascites wurden ihnliche Aminosiurekonzentrationen gefunden 
wie in Pleurapunktaten. Ebenso fehlten Korrelationen zum EiweiBgehalt 
oder spezifischen Gewicht der Fliissigkeiten. Die Gesamtaminosiaurewerte 
liegen in ihnlichem Bereich wie die des Blutplasmas®*-1522, Wihrend der 
freie «-Aminostickstoff des Plasmas zwischen verschiedenen Versuchs. 
personen jedoch nur recht wenig schwankt®, liegt die Streubreite bei 
unseren Punktatfliissigkeiten mit iiber 120° recht hoch. 


2. Einzelaminosiuren 


Auf kombinierten Elektrophero-Chromatogrammen (vgl. Abb. 1) 
konnten wir bis 31 verschiedene ninhydrinpositive Substanzen gleich- 
zeitig nachweisen. Davon wurden 26 Flecken identifiziert. Bei den rest- 
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()Athanotamin 
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Abb. 1. Kombiniertes zweidimensionales 
Elektrophero-Chromatogramm. 1. Hoch- 
spannungselektrophorese: 90 Min., 80 V/cm, 
pu 1,9. — 2. AnschlieBend aufsteigende Pa- 
pierchromatographie 20 Stdn. in n-Butanol/ 
Ala Eisessig/Wasser 4:1:5, Farbung mit Nin- 
@ aABS Val [ey/iy |  hydrin. Man erkennt 21 verschiedene Flek- 
4 ken. Auf dem Originalchromatogramm 
waren einige weitere, schwacher gefarbte 
Flecken sichtbar. x = Auftragsstelle. 








aurin 








lichen unbekannten Substanzen (in Tab. 2 mit x,—x, bezeichnet) han- 
delt es sich wahrscheinlich zum Teil um niedere Peptide. Nach Salz- 
siiurehydrolyse verschwinden sie. 18 Substanzen fanden sich regelmiBig, 
25 in iiber 50% der untersuchten Fille. Tab. 2 gibt einen Uberblick 
iiber die Hiaufigkeit, mit der die verschiedenen Substanzen nach- 
gewiesen wurden. 

Die deutlichsten Flecken wurden stets durch Alanin, Glykokoll und 
Glutamin hervorgerufen, dann folgten die Leucine und in weiterem Ab- 
stand Valin, Prolin, Lysin, Serin und Threonin. Die iibrigen Flecken sind 
etwas schwicher. Beim Blutplasma ordnen sich die Fleckenintensitat und 


22 H.M. Rubinstein u. J. D. Pryce, J. clin. Pathol. 12, 80 [1959]. 
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Tab. 2. Freie Aminosiuren in Ascites- und Pleurapunktaten. Spalte 1: Haufigkeit 

ihres qualitativen Nachweises auf kombinierten Elektrophero-Chromatogrammen 

bei 23 Punktaten. Spalte 2: Quantitative Aminosaurewerte in ug/ml, bestimmt nach 

Trennung an Ionenaustauschersaulen gemaB Abb. 2. Die in Klammern angegebenen 

Werte sind Naherungswerte. ABS = Aminobuttersaure; x, bis x, = nicht identi- 
fizierte Substanzen. 











Haufigkeit peg/nol Haufigkeit} ug/ml 
Athanolamin 23 1,22 Met .... 8 9,85 
Ieee 23 58,89 AOR xs 658 12 5,55 
a-ABS... 23 2,37 Ms 3s 15,53 
B- und y-AB; 9 nicht best. Hypro... 12 3,15 
eS 18 11,50 POG 6 se 23 34,54 
MIDs: <2) 2 3 4,79 Res. ag 23 (5,68) 
(ySH ... 14 0,09 Taurin ... 23 3,13 
CySO,H . . 7 Bs Bef Wh 24 so 23 8,46 
Cystin .. 23 4,56 Bie) 2) sb 23 18,66 
PAD No cee. Us 23 17,95 Ge cs 23 nicht best. 
Glu-NH, . 23 (>38,24) Wales. Sas 33 24,95 
Oe ts a 23 44,74 ae 18 
His 23 21,10 OS meee 19 
Leu 23 13,64 aees Siri), suns 12 
Tleu 23 18,10 eats) oils, et ve 10 
Lys 23 31,87 Re ssn tetews 9 

















-gréBe der einzelnen Aminosiuren etwa in der gleichen Reihenfolge**5. 
Auch bei der qualitativen Bestimmung der Einzelaminosiuren ergaben 
sich keine Unterschiede zwischen Ascites- und Pleurapunktaten und keine 
Korrelationen zum Eiweibgehalt oder spezifischen Gewicht der Fliissig- 
keiten. 

AuBer diesen qualitativen Untersuchungen wurden in einigen Fallen 
die Einzelaminosiuren nach Trennung an der Ionenaustauschersiule 
auch quantitativ bestimmt. Abb. 2 zeigt die automatisch registrierte Ex- 
tinktionskurve eines solchen Chromatogramms (Fall G.S. der Tab. 1, 
Gesamt-a-Amino-N 3,87 uMol/ml, leichte Rest-N-Erhéhung im Blut). 
Man erkennt 30 verschiedene, klar getrennte Gipfel. Davon wurden 
4 Gipfel (y,—y,) durch unbekannte Substanzen hervorgerufen. Die ge- 
strichelte Kurve wurde beim Extinktionsmaximum von Prolin und 
Hydroxyprolin geschrieben. Diese beiden Aminosiuren kommen also 
hier besser zur Darstellung. Die ausgezogene Kurve wurde beim Extink- 
tionsmaximum der anderen Aminosiuren aufgenommen. War deren 
Konzentration so hoch, daB die Kurve auBer MeBbereich geriet, wurde 
zur Auswertung auch hier die gestrichelte Kurve beniitzt. Tab. 2 gibt 
die Aminosiiuremengen in pg/ml. 

Serin und Glutamin konnten bei dem geschilderten Vorgehen nicht 
getrennt werden. Versuche mit anderen Pufferlésungen, die eine ein- 
wandfreie Trennung gestatten, unterblieben. Der Glutaminwert ist an 


23 H.G. Knauff, H. Selmair u. A. Reitlinger, in Vorbereitung. 
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sich nur mit Vorsicht zu verwerten, da eine gewisse Menge dieser Amino. 
siure am Austauscher zerstért wird. In Versuchen mit Reinsubstanz 
wurde je nach Versuchsbedingungen ein Verlust von mindestens 5—10% 


ermittelt. 
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Abb. 2. Automatisch geschriebene Extinktionskurve der Aminosauren eines Pleura- 

punktates nach Trennung an der Ionenaustauschersiule und Farbung mit Ninhydrin. 

Die gestrichelte Kurve wurde bei 436 my, die ausgezogene Kurve bei 578 mu 

geschrieben. (Aminosadure-Trennungsapparatur von Bender & Hobein mit Elphor- 
Integraph, mit Durchlaufkiivette ausgeriistet.) 


Diskussion 


Mit der vorliegenden Arbeit kénnen wir die erste systematische 
Untersuchung iiber den Gehalt an freien Aminosiuren in Ascites- und 
Pleurapunktaten vorlegen. 

Wir haben 25 Substanzen in iiber 50% der untersuchten Fille 
qualitativ nachgewiesen. DaB uns dies nicht regelmaBig gliickte, mag 
mit daran liegen, da zur Erzielung guter Trennungen nur sehr geringe 
Fliissigkeitsmengen zur Chromatographie verwendet wurden und wir auf 
Spezialfarbungen fiir Substanzen, die sich mit Ninhydrin schlecht farben, 
verzichteten. Sicher gelangen alle sonst im Blutserum vorhandenen 
niedrigmolekularen Substanzen auch in die ErguBfliissigkeiten und lassen 
sich dort nachweisen. 
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Die beiden im Blutplasma stets vorhandenen Aminoséuren Ornithin und 
Methionin wurden in den Ergiissen in vielen Fallen vermi8t. Der Ornithingehalt 
ist auch im Plasma gering. Der fehlende Methioninnachweis mag darauf beruhen, 
daB diese Aminosaure sich auf Papierchromatogrammen mit Ninhydrin weniger 
gut angefarbt und Spezialfarbungen unterblieben. Bei der in einigen Fallen durch- 
gefiihrten quantitativen Bestimmung an der Jonenaustauscherséule war sowohl 
Ornithin wie Methionin nachweisbar, letzteres sogar in beachtlicher Konzentration. 

In 12 von 23 Fallen fanden wir einen Flecken, der bei der Untersuchung in 
mehreren verschiedenen Laufmitteln der Position des Hydroxyprolins entsprach 
und sich &hnlich farbte wie diese Aminosaiure. Auch bei der Ionenaustauscher- 
chromatographie war ein deutlicher Hydroxyprolingipfel erkennbar. Wir haben 
daher keinen Zweifel an dem Vorkommen dieser Aminosaure in Pleurapunktaten. 
Dies ist bemerkenswert, denn in Elektrophero-Chromatogrammen von Blutserum 
konnten wir bisher freies Hydroxyprolin nicht nachweisen. Trotz mehr als ein- 
jahriger Erfahrung mit der Saulenchromatographie von Plasmaaminosauren fanden 
wir auch mit dieser genauen Methode dort nur in seltenen Fallen einen winzigen 
Hydroxyprolingipfel. 

Asparaginsaure konnten wir nur in 3 Elektrophero-Chromatogrammen 
auffinden, obwohl ihre Konzentration bei der Austauscherchromatographie mit 
4,79 ug/ml bestimmt wurde. Wahrscheinlich ist die oft mangelhafte Trennung von 
dem sehr kraftigen Glutaminflecken dafiir verantwortlich, da8 wir sie auf den 
Elektrophero-Chromatogrammen so selten eindeutig identifizieren konnten. 
p-Amino-buttersdiure, y-Amino-buttersiure und 6-Amino-isobutter- 
siure kénnen mit dieser Technik ebenfalls nicht voneinander getrennt werden. 
Bei der Ionenaustauscher-Chromatographie mit Dowex 50X8 erscheinen ihre 
Gipfel so spat, daB wir auch hier auf ihre Bestimmung verzichten muBten. Wir 
kénnen daher nicht sagen, ob der auf unseren Elektrophero-Chromatogrammen in 
der Position der y-ABS gefundene Fleck einheitlich ist oder nicht. Ebenso kann im 
Histidin-Fleck noch eine geringe Menge Methylhistidin enthalten sein. Bei der 
Saulenchromatographie erhielten wir jedoch in der Position dieser Substanz keinen 
eigenen Gipfel. RegelmaBig entdeckten wir in geringen Spuren Athanolamin, 
das im Liquor cerebrospinalis** und vor allem im Harn?%,25 oft reichlich vor- 
kommt. Bei der Cysteinsaéure diirfte es sich um ein in-vitro-Oxydationsprodukt 
von Cystin handeln. 


Unterschiede zwischen Exsudaten und Transsudaten oder zwischen 
Ascites- und Pleurapunktaten fanden wir nicht. Keller® stellte das gleiche 
fiir Rest-N und Harnsiure, Greene und Mitarbeiter® sowie Balint? fiir 
anorganische Jonen fest. Es besteht also hier ein wesentlicher Unterschied 
zu den Kiweifstoffen®12°, Die freien Aminosiuren scheinen als niedrig- 
molekulare Substanzen in jedem Fall passiv aus Blutplasma und Gewebs- 
lymphe in die Ergiisse hineinzudiffundieren. Dafiir spricht auch, da das 
Aminoséurespektrum und die Konzentration von Gesamtaminostickstoff 
und Einzelaminosiuren der Ergiisse mit den vom Serum bekannten 
Werten!-*.15.22 jjbereinstimmen. Bei K6rperfliissigkeiten mit besonderem 
Sekretionsmechanismus wie Schwei?’ oder Harn?®28 oder bei solchen, 








24H. G. Knauff u. H. Zickgraf, diese Z. $12, 264 [1958]. 

25 J.M. Walshe, Quart. J. Med. 88, 483 [1954]. 

26 W. Schwartzkopff u. G. Meissner, Z. klin. Med. 154, 418 [1957]. 

27 §. Itoh u. T. Nakayama, Jap. J. Physiol. 2, 248 [1952]; C. E. Dent u. 
J.M. Walshe, Brit. med. Bull. 10, 247 [1954]. 

28 B. F. Steele, M.S. Reynolds u. C. A. Baumann, J. Nutrit. 40, 145 
[1950]; H. A. Harter, M. E. Hutchin u. J. R. Kimmel, Proc. Soc. exp. Biol. 
Med. 80, 768 [1953]; J. B. Kirsner, A. L. Sheffner u. W. L. Palmer, J. clin. 
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die vom Blutserum durch eine besondere Schranke geschieden sind, wie 
Liquor cerebrospinalis!®4?°, ist dies nicht der Fall. Die Ansicht von 
Lichtwitz5, daB die freien Aminosiuren in Ergiissen in erster Linie 
durch proteolytische Enzyme der Leukocyten aus Eiweifstoffen frei. 
gesetzt wiirden und daher in Transsudaten und rein lymphocytiren, 
z. B. tuberkulésen, Exsudaten fehlten, findet in unseren Ergebnissen 
ebenfalls keine Stiitze. 

Die Schwankungsbreite der Gesamtaminosaure-Konzentration 
zwischen verschiedenen Punktaten ist wesentlich gréBer als die bei 
friiheren Untersuchungen gefundene individuelle Streuung der Amino. 
siurekonzentration des Blutplasmas*. Zum Teil beruht dies sicher darauf, 
daB es sich hier um pathologische Fille mit verschiedensten Leiden 
handelt, waihrend in unserer friiheren Arbeit* nur Niichternplasmen ge. 
sunder Versuchspersonen untersucht wurden. Die Zahl unserer Fille ist 
zu klein und unser Patientenmaterial zu unterschiedlich, um Korre. 
lationen zu bestimmten Krankheiten aufzustellen, aus denen diagnostische 
Schliisse gezogen werden kénnten. Die vorliegenden orientierenden Unter. 
suchungen lassen dies auch nicht sehr lohnend erscheinen. Jedoch wiire 
die simultane Untersuchung von Blutserum und ErguBfliissigkeit beim 
selben Patienten wiinschenswert, wie sie fiir EiweiBstoffe®™, Rest-N°, 
Elektrolyte*?°, Glucose*?°, Bilirubin’® und radioaktives Phosphat*® 
bereits von anderer Seite durchgefiihrt wurde. 

Bei den Einzelaminosauren ergaben sich ebenfalls starkere indi- 
viduelle Unterschiede, vor allem bei Lysin, Prolin, Threonin, Serin und 
Histidin. Jedoch sind auch beim Blutplasma erheblichere, iiber die Streu- 
breite des Gesamtaminostickstoffs hinausgehende physiologische Schwan- 
kungen einzelner Aminosiuren bekannt*. 

Herrn Dr. K. Hannig vom Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Leder. 
forschung, Miinchen, méchten wir fiir vielfaltigen methodischen Rat auch an 
dieser Stelle herzlich danken. 


Zusammenfassung 


1. In 23 Ascites- und Pleurapunktaten wurden 32 verschiedene 
ninhydrinpositive Substanzen nachgewiesen. 19 Aminosiuren konnten 
regelmaiBig, 4 weitere in iiber 50° der Fille aufgefunden werden. Der 
Gesamtaminosauregehalt wurde quantitativ bestimmt, bei einigen Punk- 
tatfliissigkeiten auch die meisten Kinzelaminosiiuren nach Trennung an 
lonenaustauschersiulen. 

2. Das Aminosiiurespektrum und die Konzentration von Gesamt- 
«-Amino-Stickstoff und Einzelaminosiiuren der Punktatfliissigkeiten 
stimmen mit den vom Blutplasma bekannten Werten iiberein. 





Invest. 28, 716 [1949]; A. L. Sheffner, J. B. Kirsner u. W. L. Palmer, J. biol. 
Chemistry 175, 107 [1948]; M. E. Carsten, J. Amer. chem. Soc. 74, 5954 [1952]. 

29 —D. Richter, R. M. C. Dawson u. L. Rees, J. Mental. Sci. 95, 148 [1949]; 
H. Schénenberg, Nervenarzt 27, 54 [1956]; H. Bauer u. P. Boesche, Klin. 


Wschr. 35, 511 [1957]. 
30 G. Dal Santo u. 8. Campus, Acta med. scand. 154, 317 [1956]. 
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3. Zwischen Exsudaten und Transsudaten wurden keine Unter- 
schiede festgestellt. Auch Ascites- und Pleurapunktate verhalten sich 
gleich. 

4. Die Ergebnisse sprechen fiir passive Diffussion der Aminosiuren 
in die ErguBfliissigkeiten. 


Summary 


1. In 23 ascites and pleura punctates 32 different ninhydrin positive 
substances have been demonstrated. 19 amino acids have been found in 
all cases and 4 others in more than 50% of the cases. The total amino 
acid content has been determined quantitatively and most of the indi- 
vidual amino acids have been determined on some punctate fluids after 
separation on ion exchange columns. 

2. The amino acid pattern and the concentration of the total 
g-amino nitrogen and of single amino acids agree with the known values 
for blood plasma. 

3. No differences have been found between exudates and transudates. 
Ascites and pleura punctates also yield the same results. 

4. These results are evidence for a passive diffusion of amino acids 
into the effusion fluids. 


Dr. med. H.G. Knauff, II. Medizinische Klinik der Universitat, Miinchen 15, 
ZiemssenstraBe 1. 
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Symmetrische Spaltung eines racem. Esters 
durch die Leberesterase von Cebus-Arten 


(XIII. Mitteil.+ Uber asymmetrische Esterhydrolyse 
durch tierische Enzyme“) 


Von 
Eugen Bamann und Herbert Gebler 
Aus dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitit Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. November 1959) 


Herrn Professor Dr. W. Poethke gewidmet anlaflich seines 60. Geburtstages 


Hitte Dakin? seine ersten Untersuchungen iiber die Einwirkung 
esterspaltender Enzyme auf racemische Ester mit dem Leberenzym von 
Individuen der Gattung Cebus (Kapuziner-Affen) und Mandelsiure- 
athylester als Substrat durchgefiihrt, so wire die von ihm entdeckte 
und damals tiberraschend empfundene Erscheinung der _,,optischen 
Spezifitat“ vielleicht noch auf lingere Zeit verborgen geblieben. 

Das sterische Auswaihlen der Leberesterase bei dieser Gattung 
lenkt in besonderem MaBe die Aufmerksamkeit auf sich, weil hier — 
wenn man von den Verhiltnissen bei der Leberesterase des Menschen 
bei einer ganz bestimmten Substratkonzentration absieht — der bisher 
einmalige Fall symmetrischer Spaltung eines racemischen Sub- 
strates, unbeeinfluBt von auBeren Faktoren, vorliegt. 

Die Spaltung von racem. Mandelsiure-ithylester verlauft in diesem 
Fall auch dann symmetrisch, wenn man die Esterkonzentration in dem 
bisher tiblichen Ausma8B erhéht oder erniedrigt. Selbst der Zusatz von 
Verbindungen, die haufig als einflu8nehmend auf das optische Aus- 
wahlen gefunden wurden, wie die Spaltungsprodukte Athanol®? und 
Mandelsaure* 4 oder Strychnin®, andert an der symmetrischen Durch- 
spaltung des racem. Esters nichts. Verainderte Versuchsbedingungen 
bewirken hier nur eine Hemmung oder Beschleunigung der Spaltungs- 
geschwindigkeit. 

Es wird die Aufgabe weiterer Untersuchungen sein zu klaren, ob 
sich diese Beobachtung auf das hier gewihlte Substrat beschrankt 
bzw. nur bei einzelnen racemischen Estern findet. Die Ursache kénnte 





1 XII. Mitteil.: E. Bamannu. Ch. Feichtner, Biochem. Z. 288, 315 [1936]. 
2 H. D. Dakin, J. Physiology 30, 253 [1903/04]; 32, 199 [1905]. 
3’ E. Bamann u. P. Laeverenz, Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 897 [1931]; 
G.-M. Schwab, E. Bamann u. P. Laeverenz, diese Z. 215, 121 [1933]. 
4 E. Bamann u. P. Laeverenz, diese Z. 223, 185 [1934]. 
° E. Bamann u. P. Laeverenz, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 394 [1930]. 
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in einem besonderen, zu symmetrischer Spaltung fiihrenden Zusammen- 
wirken von Dissoziations- und Zerfallskonstanten der Zwischenverbin- 
dungen liegen oder darin zu sehen sein, daB die Leberesterase von 
Individuen der Gattung Cebus auf Grund einer Eigenart im Aufbau 
ihrer Molekel auf das Asymmetriezentrum in gewissen racemischen 
Substraten nicht anspricht. Wiirde die Beobachtung aber grundsatzlich 
allen Racematen gegeniiber Geltung haben, dann wiirde dies wohl auf 
biologische Besonderheiten, etwa symmetrischen Bau der dem Enzym 
gugrunde liegenden EiweiBmolekel, schlieBen lassen. Mit einem solch 
ungewohnlichen Ergebnis waren natiirlich weitere Probleme verbunden*. 

Der Verwaltung des Zoologischen Gartens, Hannover, sprechen wir 
fir die Uberlassung des tierischen Materials, dem Verband der Chemischen 
Industrie — Fonds der Chemischen Industrie — fiir die uns gewahrten For- 
schungsbeihilfen unseren wirmsten Dank aus. 


Beschreibung der Versuche 


I. Das optische Auswahlen 
Die Leberesterase der Gattung® Cebus — untersucht an Individuen der Arten 
Cebus fatuellus und Cebus apella — kann auf Grund ihres allgemeinen Verhaltens 
nach einer von uns schon friiher getroffenen Einteilung? dem Enzymtyp 1 zu- 
gerechnet werden. Die Merkmale der optischen Spezifitat gehen aus Versuchen 
der Tab. 1 und 2 hervor. 


Tab. 1. Die stereochemische Spezifitat der Leberesterase der Individuen von Cebus- 
Arten in Abhangigkeit von der Substratkonzentration. 
Die Analysenproben von 50 cm? enthielten Enzymlésung, entspr. 0,5 E.-E.; 0,125 g 
baw. 0,25 g bzw. 0,5 g racem. Mandelsaure-athylester; 1 g bzw. 2 g bzw. 4 g Phos- 
phatpuffer, px 7,0; 25°. 
































Mandelsiure-athylester/50 cm® 
Art, Zeit 0,125 g | 0,25 g | 0,5 g 
a Abgespaltene Mandelsa 
Nr. || Stdn. gespa ae andelsaure ; 
mg % [a] p mg % [a]p mg % | [x] 
Cebus 9 3,0 14 | +0° 
apella}} 24 | 12,2 | 11,5 | + 0° 7,9 | 3,8 | +0°]] 5,2 12 |; +0° 
2a 34 12,2 5,8 | + 0° 
48 24,9 | 23,6 | + 0° || 17,7 8,3 | + 0° 9,2 2,1 | +0° 
Cebus 9 5,5 5,2 | + 0° 4,3 2,0 ; + 0° 
fatu- 24 | 17,0 | 16,2 | +0°]|/ 13,0] 62 | +0°]] 9,4 2,2 |+0° 
ellus 34 17,0 8,0 | + 0° 
3a 48 32,9 | 31,1 | + 0° I] 23,6 | 13,6 | + 0° Il 19,0 4,5 |+0° 




















6 Die stereochemische Spezifitat der Leberesterase als Gattungs-Charak- 
teristikum s.: E. Bamann u. H. Gebler, Naturwissenschaften 46, 477 [1959]. 
7 E. Bamannu.R. Ammon, inE. Bamann u. K. Myrback, Die Methoden 

der Fermentforschung, Bd. I, 8. 1704, Verlag G. Thieme, Leipzig 1941. 

* Tm Zusammenhang mit der Weiterverfolgung dieses Problems sollte auch 
der Befund von M. Vogt (Biochem. Z. 211, 1 [1929]), daB das pL-Glycerinsaure- 
monophosphat durch Takaphosphatase symmetrisch gespalten wird, sowie eine 

6* 
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Tab. 2. Der EinfluB von Athanol bzw. racem. Mandelsiure bzw. Strychnin auf die 
Hydrolyse von racem. Mandelsaure-aithylester durch die Leberesterase von Indi. 
viduen aus Cebus-Arten. 

Die Analysenproben von 50 cm® enthielten Enzymlésung, entspr. 0,5 E.-E.; 0,25 g 
racem. Mandelsaure-athylester ; 2 g Phosphatpuffer, py 7,0; 25°. 





Eugen Bamann und Herbert Gebler, Bd. 318 (1960) 














Zusatz von 
Ohn ss racem. 
Art, Zeit ‘a Athanol Mandelsaure Strychnin 
A ‘ Zusatz 70% d. 33% d. 50 
Prap. - abspaltb. abspaltb. —— 
Nr. Stdn. Menge Menge 
Abgespaltene Mandelsaure 
% |[alv |] % | fl |] % | fl |] % | wD 
Cebus 
apella 24 3,8 |+0°}] 0,9 + 0° |} 0,7 | + 0° 
2a 48 8,3 | + 0° 1,5 + 0° 1,2 | + 0° 
Cebus 
fatuellus 24 6,2 |+0°]] 2,6 +. 9° 0,7 |+0°]}} 3,6 | + 00 
3a 48 | 13,6 |+0°]| 4,9 + 0° 17 |+ 0° 
60 8,7 | + 0° 









































II. Methodik 


1. Enzymmaterial: Die Lebern waren den getéteten oder verstorbenen 
Tieren ohne Verzug entnommen und gelangten auf dem raschesten Beférderungs- 
wege in unsere Hand. Dabei waren sie in Cellophanbeuteln wasserdicht verpackt; 
diese befanden sich in Thermosflaschen, deren restliches Volumen mit Eisstiickchen 
beschickt war. 

Die Frischlebern wurden nach dem Verfahren von Willstatter und Wald- 
schmidt-Leitz® sowie Willstatter, Bamann und Waldschmidt-Graser® 
zu Trockenpraparaten verarbeitet. 

Die Herstellung der Enzymlésungen und ihre Reinigung durch Essigsaure- 
fallung sowie Dialyse erfolgten nach den Vorschriften der Untersuchung von 
Willstatter, Kuhn und Bamann!®, 


ahnliche Beobachtung von E. R. Dawson, B. 8. Platt und J. B. Cohen (Biochem. 
J. 20, 533 [1926]) bei der Spaltung mehrerer substituierter Essigsiuredthylester 
durch Pankreaslipase vom Rind einer klirenden Untersuchung zugefiihrt werden. 
— Wenn bei der Einwirkung von Takasulfatase auf den Schwefelsdureester des 
racem. p-[m-Methyl-cyclohexyl]-phenols bei den Spaltungsprodukten keine op- 
tische Aktivitaét festgestellt werden konnte (F. Weinmann, Biochem. Z. 205, 214 
[1929]), so ist hier eine symmetriscl e Spaltung keinesfalls gesichert; sie kann auch 
nie bewiesen werden, da bei dem iiberaus kleinen [a ]p-Wert (6,9°) der optischen 
Antipoden des p-[m-Methyl-cyclohexy] |-phenols die Erfassung der optischen Aktivi- 
taten praktisch unmoglich ist. AuBerdem erleidet das Spaltungsprodukt nach der 
Erfahrung des Autors sekundire Veranderungen. Auch die racemischen Milch- 
siureester, die in friihen Arbeiten von R. Murachi (Acta Scholae med. Univ. Imp. 
Kioto 7, 369, 377 [1924/25]) sowie S. Masui (ebenda 138, 339 [1930/31]) Anwen- 
dung gefunden haben, kénnen nicht als geeignete Substrate gelten. 

8 R. Willstatter u. E. Waldschmidt-Leitz, diese Z. 125, 132 [1923]. 

® R. Willstatter, E. Bamann u. J. Waldschmidt-Graser, diese Z. 173, 
155 [1928]. 

10 R. Willstatter, R. Kuhn u. E. Bamann, Ber. dtsch. chem. Ges. 61, 
886 [1928]. 
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Die Esterase-Wirksamkeit wird in Esterase-Einheiten (E.-E.) nach Will- 
statter und Memmen!! in der Modifikation der Arbeiten von Kraut und Ruben- 
bauer? sowie Bamann!® angegeben. Allerdings betrug die MeBtemperatur in 
unseren Versuchen 25° an Stelle von 30° in den Untersuchungen der genannten 


Autoren. 
Uber die Kennzeichnung der einzelnen Leberesterase-Praparate siehe bei 


Geblert4. 

2. Versuchsansatz und -temperatur: Der Versuchsansatz ist jeweils bei 
den einzelnen Tabellen angegeben. Der Normalansatz enthielt in 50 cm® 0,25 g 
racem.Mandelsaure-athylester (induktionsfrei!®»1*), 2 ¢ Phosphatpuffer, px 7,0, die 
gereinigte Enzymlosung, ferner gelegentlich Zusatze, wie von Fall zu Fall angegeben. 
Inkubation bei 25°. 

3. Aufarbeitung des Versuchsansatzes: Die Versuchsansatze bzw. 
Analysenproben wurden nach den Angaben von Bamann und Laeverenz? auf- 
gearbeitet. Die Eigenhydrolyse des Mandelsaure-athylesters kam im Versuch zum 


Abzug. 
Zusammenfassung 


Bei der Einwirkung der Esterase aus der Leber von Individuen der 
Gattung Cebus auf racem.Mandelsaure-athylester werden beide optischen 
Isomeren im Racemat gleich rasch gespalten. Es ist dies der bisher erste 
Fall einer symmetrischen Spaltung eines racemischen Esters durch 
eine Leberesterase. 

Unter den erdrterten Moglichkeiten zur Erklarung dieses iiber- 
raschenden Befundes miissen neue Untersuchungen entscheiden. 


Summary 


The esterase from the liver of individuals of the species Cebus 
splits both optical isomers of racemic mandelic acid ethylester at an 
equal rate. This is the first case of a symmetric hydrolysis of a racemic 
ester by a liver esterase. 

Further work is necessary for a decision between the possible 
explanations discussed for this unexpected result. 


Prof. Dr. E. Bamann, Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der 
Universitat, Miinchen 15, PettenkoferstraBe 14a. 

11 R, Willstatter u. F. Memmen, diese Z. 138, 229 [1924]. 

122 H. Kraut u. H. Rubenbauer, diese Z. 173, 103 [1928]. 

13 EK. Bamann, Ber. dtsch. chem. Ges. 62, 1538 [1929]. 

14H. Gebler, Dissertat. Univ. Miinchen 1958/59. 

15 R. Willstatter, R. Kuhn, O. Lind u. F. Memmen, diese Z. 167, 303 
[1927]. 

16 KE. Bamann u. M. Schmeller, diese Z. 188, 251 [1930]. 
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Uber die Natur der in den Leberphosphatiden 
auftretenden C,,- und C,,-Polyensaéuren bei Verabreichung 
von Linol- und Linolenséure an fettfrei ernahrte Ratten 

Von 
E. Klenk und K. Oette 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. November 1959) 


Die bisherigen! Untersuchungen der in den Organphosphatiden 
vorkommenden Cy9- und C,.-Polyensaéuren haben ergeben, daB sie vor- 
wiegend dem Linol- und Linolensaiuretyp angehoren, d. h. daB die erste 
Doppelbindung, von der endstindigen Methylgruppe aus gerechnet, 
sich an derselben Stelle befindet wie in der Linol- bzw. Linolensiaure, 
wahrend im itibrigen alle Doppelbindungen in der Divinylmethan. 
gruppierung angeordnet sind. Es kann heute kaum mehr zweifelhaft 
sein, daB Linol- und Linolensaéure des Nahrungsfettes die Ausgangs- 
produkte fiir die Biogenese dieser C,)- und C,.-Polyensiuren im Tier- 
k6orper sind?. Zur Priifung der Frage, ob Linolsiure nur zur Bildung der 
Polyenséuren vom Linolsiure-, Linolensiure dagegen nur zur Bildung 
derjenigen vom Linolensauretyp fiihrt, haben wir fettfrei ernaihrten 
Ratten einerseits Linolséure und andererseits Linolensiéure verabreicht 
und die Natur der in den Leberphosphatiden auftretenden C,9- und 
C,.-Polyensauren ermittelt. Zum Vergleich wurde auch eine entsprechen- 
de Versuchsreihe durchgefiihrt, wo die Tiere nur die fettfreie Grunddiit 
erhielten. 

Zur Untersuchung kam die nach Ausfrieren der gesattigten Fett- 
sduren und des Hauptteils der Monoensiuren bei —40° anfallende 
Polyensaurefraktion, die bei allen drei Versuchsgruppen in etwa gleich 
groBen Mengen erhalten wurde. Jede dieser Polyensiurefraktionen 
teilte man durch ,,reversed phase“ Chromatographie in eine Triensaure- 
fraktion (Frakt. a) und eine Fraktion (Frakt. b) der hochungesattigten 


1 a) E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 291, 104 [1952]; b) E. Klenk u. 
F. Lindlar, diese Z. 299, 74 [1955]; c) 8301, 156 [1955]; d) E. Klenk u. A. Dreike, 
diese Z. 300, 113 [1955]; e) E. Klenk u. W. Montag, Liebigs Ann. Chem. 604, 4 
[1957]; f) J. Neurochem. 2, 226 [1958]; g) J. Neurochem. 2, 233 [1958]; 
h) E. Klenk u. H. J. Tomuschat, diese Z. 308, 165 [1957]. 

2 a) L.C. A. Nunn u. I. Smedley-MacLean, Biochem. J. 82, 2178 [1938]; 
b) C. Widmer u. R. T. Holman, Arch. Biochemistry 25, 1 [1950]; c) J. F. Mead, 
G. Steinbergu. D. R. Howton, J. biol. Chemistry 205, 683 [1953]; d) J. F. Mead 
u. D. R. Howton, ebenda 229, 575 [1957]; e) E. Klenk, Naturwissenschaften 
41, 68 [1954]; f) diese Z. 802, 268 [1955]. 
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Fettsauren (Tetraen-, Pentaen- und Hexaensiuren) und bestimmte von 
diesen die Zusammensetzung an C,,-, C,,-, Cyo- und C,-Saéuren durch 
chromatographische Analyse der Hydrierungsprodukte. Die UV-Spek- 
tren der mit Alkali isomerisierten Proben ergaben Aufschlu8 iiber den 
Grad der Ungesattigtheit, wodurch bereits ein Uberblick iiber die 
Hauptbestandteile des Gemisches erméglicht wurde. Die noch in kleineren 
Mengen vorhandenen Polyensauren konnten durch Gaschromatographie 
ermittelt werden. Das Ergebnis dieser Versuche zeigt Tab. 1. Demnach 


Tab. 1. Gehalt der Polyensaurefraktionen der Rattenleberphosphatide an C,9- und 
Cy9-Sauren in Mol pro 100 Mol Polyensaure*. 








I II Til 
fettfreie Grunddiat und | Grunddiat und 
Grunddiat Linolsaure Linolensaure 

Uvyere 

Diensiure ...... Spur Spur Spur 

Triensdure ...... 28 5 10 

Tetraensfure ..... 15 40 is 

Pentaensiure ...... Spur Spur 18 
Ee 

Triensdure ...... 0,5 — Spur 

Tetraensaure ..... 5) 6 — 

Pentaensiure ..... —- — 2 

Hexaensfure ..... 2,5 6 21 














* Die Werte dieser Tabelle ergeben sich aus A und B der Tab. 2, wobei die 
der C,9-Triensauren sich aus dem C,,-Saéuregehalt der Frakt. a, die der C,9-Tetraen- 
siuren bei Gruppe I und IT und die der C,,-Tetraen- + -Pentaensaiuren bei Gruppe ITI 
aus dem C,)-Sauregehalt der Frakt. b berechnet. Die Werte der C,.-Sauren (‘Trien- 
bis Hexaensaéuren) ergeben sich aus dem C,,-Sauregehalt der Frakt. b. Zur Er- 
mittlung der iibrigen Werte wurden die gaschromatographischen Ergebnisse heran- 
gezogen. In der Frakt. b von Gruppe I befanden sich noch geringe Mengen der 
Cy9-Triensaure, siehe Abb. 10). Dies wurde in der Tab. beriicksichtigt. 


sind bei fettfreier Diit ohne Zulage neben kleineren Mengen C,,-Polyen- 
siuren vor allem C,)-Trien- und -Tetraenséuren vorhanden, wobei die 
Triensiuren iiberwiegen. Linolsiure fiihrt zu einem erheblichen Riick- 
gang des C,9-Triensiure- und einer starken Erhéhung des C,9-Tetraen- 
siuregehalts. Auch eine merkbare Steigerung des Gehalts an C,.-Polyen- 
siuren ist festzustellen. Bei Verabreichung von Linolensaure an Stelle 
von Linolsiure falit der Gehalt an C,)-Tetraensiure auf ein Minimum ab. 
Besonders charakteristisch ist das Auftreten einer C.9-Pentaensaure in 
reichlichen Mengen und einer sehr erheblichen Steigerung des C,,- 
Hexaensiuregehalts. Auch bei den nur in kleineren Mengen auftretenden 
Begleitsiuren sind, wie die gaschromatographische Analyse zeigt, 
charakteristische Unterschiede erkennbar; so findet sich im Linol- 
siureversuch eine C,,-Tetraensdure und es fehlt eine C,.-Pentaensiaure, 
im Linolensaéureversuch dagegen fehlt umgekehrt die C,,-Tetraensaure, 
und es findet sich eine C,,.-Pentaensiaure. 
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Zur weiteren Charakterisierung der Polyenséuren wurde von jeder 
der Triensaéurefraktionen (Frakt. a) und der Fraktionen der hochunge. 
sittigten Fettsiuren (Frakt.b) sowohl ein oxydativer wie auch ein 
reduktiver Ozonidabbau durchgefiihrt und die Zusammensetzung der 
Abbaudicarbonséuren bzw. der Dinitrophenylhydrazone der einfachen 
Aldehyde durch chromatographische Analyse bestimmt. Das Ergebnis 
zeigt Tab. 2, in welche zum Vergleich auch die Zusammensetzung der ent- 
sprechenden Fettsiurengemische an C,,-, Cjg-, Cop- und Cy9-Siuren auf. 
genommen ist. 


Tab. 2. Zusammensetzung der Polyensiurefraktionen a und b und der beim 
oxydativen bzw. reduktiven Ozonidabbau erhaltenen Abbaudicarbonsauren bzw, 
Abbaualdehyde. 





Gruppe I Gruppe II | Gruppe III 








a b a b a b 

A. Menge in Mol/100 Mol Polyensaure 61 39 |. 29 71 41 59 
B. Zusammensetzung C,, .... . -- 32 — 13 — 16 
a 59 3 | 84 13 | 76 3 

a eae 4] 5 16. 58 24 43 

pi — B27 “S 





C. Oxydative Ozonidspaltung 
(Molare Verhaltnisse der 
Abbaudicarbonsauren) 


Azelains. + C,,-Dicarbonsauren | 0,52 — | 0,52 — | 0,63 _ 

Azelainsiure (Cs) ...... — 027} — 025) — 0.26 
Korksfure (C,) ....... -- 0,04 | 0,03 0,05 | 0,04 - 

Pimelinséure (C;) . .... . | 0,04 0,04] 0,04 0,05 | 0,05 0,03 
Adipinséure (C,). . . ... . 0,07 0,10 | 0,12 0,05 | 0,03 0,06 
Glutarsiure (C;) ...... 0,33 0,31 | 0,22 0,43] 0,16 0,34 
Bernsteinsiure (C,) . . . . . | 0,04 0,24]; 0,07 0,17] 0,09 0,31 
Malonséure (C3)... ... . | 0,37 0,99 | 0,20 0,99 | 0,23 1,20 





D. Reduktive Ozonidspaltung 
(Molare Verhaltnisse der 














Abbaualdehyde 
eee 0,78 0,15 | 0,61 0,05 | 0,73 Spur 
CEES rar ee eee 0,19 0,52 | 0,33 0,14 | 0,25 0,13 
CSR ae eed Seep enna le a — 0,23 | 0,02 0,65 | Spur 0,12 
Cy. - 2 ee es es ss | 0,08 0,02] Spur 0,03 | Spur 0,03 
ce SOEs Meise, So) MEO Us. ace — 0,08 | 0,04 0,13 | 0,02 0,72 


Demnach sind folgende Polyensiiuren vorherrschend: bei Gruppe I 
die A*81.Kicosatriensiure (Frakt. a), bei Gruppe II die A%811-14. 
Eicosatetraensaure, d. h. Arachidonsiiure (Frakt. b) und bei Gruppe III 
die A5*11-14-17_Kicosapentaensiure (Frakt. b) sowie die A47-10-13-16.19_ 
Docosahexaensiure (Frakt. b). 

Was die iibrigen in den Fettsiuregemischen noch auftretenden 
Cy9- und C,,-Polyenséuren betrifft, so lassen sich in Anbetracht der sehr 
komplexen Natur auf Grund der vorliegenden Daten noch keine sicheren 
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Schliisse in bezug auf ihre Konstitution ziehen. Es mu aber als sehr 
wahrscheinlich gelten, daB bei Gruppe I die C,9-Tetraensaurefraktion 
aus den A58-11-14. ynd A47-10-13.Tsomeren besteht, aus welchen die 
unter den Abbaudicarbonsauren in relativ groBen Mengen vorhandenen 
Glutarsiure und Bernsteinséure (Frakt. b) entstanden sein dirften. Nur 
ein kleiner Teil derselben kann aus den geringen Mengen der auf gas- 
chromatographischem Wege nachgewiesenen Cy -Trien-- und -Pentaen- 
siuren bzw. den C,,-Trien-, -Tetraen- und -Hexaensauren (siehe Abb. 10) 
stammen. Nach dem vorliegenden Abbauergebnis diirfte die A5%- 
Eicosatriensiure auch in Gruppe II und vor allem in Gruppe III vor- 
kommen. Ein besonderes Interesse kommt auBerdem der C,,-Diensaure 
zu, welche auf Grund der gaschromatographischen Analyse bei Gruppe I 
in Frakt. b den Hauptteil der C,,-Sauren ausmacht (s. Abb. 10). Wahr- 
scheinlich handelt es sich hier um die A® ®-Octadecadiensiure, von wel- 
cher die unter den Abbaudicarbonsiuren nachgewiesene Adipinsiure 
stammen diirfte. 

Die Anreicherung einer C,9-Triensiure in dem Leberfett von fett- 
frei ernahrten Ratten wurde erstmals von Smedley-MacLean®* 
beobachtet. Dieser Befund wurde spiter von Holman?® auch fiir 
andere Organe bestitigt. Mead* hat festgestellt, daB es sich um die 
[58 11.Kicosatriensiure handelt. Nachdem er zunachst die Saure fiir 
ein partielles Hydrierungsprodukt der Arachidonsaure hielt, glaubt 
er jetzt auf Grund neuerer Befunde* Olsiure als Ausgangsprodukt fiir 
ihre Biogenese annehmen zu diirfen. Die obige C,)-Triensiure wurde auch 
in den Glycerinphosphatiden des Gehirns und der Rinderleber ange- 
troffen'**, Uber das Auftreten von 447 1°13_Kicosatetraensiure in 
Fetten irgendwelcher Herkunft und speziell in der Leber von fettfrei 
ernihrten Ratten lagen bisher noch keinerlei Befunde vor. Falls die 
Beobachtung von Mead iiber die Bildung der 1° §-1!-Eicosatriensaiure 
aus Olsiure sich bestatigen sollte, kann wohl auch eine entsprechende 
Bildung der 471° 13.Kicosatetraensiure aus Palmitoleinsiure (/°- 
Hexadecensiure) in Betracht gezogen werden. In diesem Zusammenhang 
ist noch von Interesse, daB Mead die Moéglichkeit des Vorkommens von 
kleinen Mengen der analogen (7° !3-Kicosatriensiure neben dem als 
Hauptprodukt auftretenden A5*"-Isomeren diskutiert. 

Unter den gegebenen Versuchsbedingungen andert sich auffallender- 
weise der Polyenséuregehalt der Leberphosphatide nicht wesentlich, 
wohl aber zeigt sich ein charakteristischer Unterschied in der Natur 
derselben. Bei fettfrei ernahrten Tieren treten vorwiegend Polyensaiuren 
vom Ol- und Palmitoleinsiuretyp (45 *1"-Eicosatriensiure und 44:7: 10-18. 
Kicosatetraensaiure) auf. Eine Zulage von Linolsdure fiihrt zu einer Ver- 
minderung der Séuren dieses Typs und zu einer starken Anreicherung 
von Polyensiéuren des Linolséuretyps und zwar vor allem von Arachidon- 


3 J. Mead u. W. R. Slaton, J. biol. Chemistry 219, 705 [1956]. 
4 A.J. Fulco u. J. F. Mead, J. biol. Chemistry 234, 1411 [1959]. 
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siure. Die Verabreichung von Linolensiure fiihrt statt dessen zu einer 
starken Anreicherung von Polyensiuren des Linolensdéuretyps und 
zwar von A§58-11-1417_Kicosapentaensiure und A4-7-10-18-16-19_Docoga. 
hexaensiure. Diese Befunde stehen in voller Ubereinstimmung mit den 
alteren Beobachtungen von Holman?®”, nach welchen die Verabreichung 
von Linolséiure an fettfrei ernihrten Ratten zu einer Erhéhung des 
Tetraensduregehalts, die Verabreichung von Linolenséure zu einer Er. 
héhung des Pentaen- und Hexaensiiuregehalts im Organfett fiihrt. 


Unsere Versuchsergebnisse lassen erkennen, daB bei normaler Er. 
nahrung, d.h. bei Vorhandensein von Linol- und Linolensiure oder 
anderer Polyensauren dieses Typs die Cyo- und C,.-Polyensaéuren der 
Organphosphatide vorzugsweise aus diesen exogenen Fettsiuren ge. 
bildet werden und da8 beim Fehlen derselben eine Totalsynthese von 
Polyenfettséuren anderen Typs einsetzt. 

Schon frither’ wurde die Auffassung vertreten, daB es dem tieri- 
schen Organismus gewisse Schwierigkeiten macht, mehr als eine Dop. 
pelbindung in die Fettsaéuren einzufiihren, daB dagegen bei Vorhanden- 
sein von zwei oder mehr Doppelbindungen in Divinylmethangruppie- 
rung die Einfiihrung von weiteren Doppelbindungen leicht méglich 
ist, und zwar in der Weise, daB die neu eingefiihrten Doppelbindungen 
unter Beibehaltung des Divinylmethanrhythmus und gleichzeitiger Ver- 
langerung der C-Ketten stets in Richtung auf die Carboxylgruppe zu 
liegen. Derselbe Reaktionsmechanismus scheint auch beibehalten zu 
werden, wenn der Organismus beim Fehlen der Polyenséuren in der 
Nahrung gezwungen wird, diese Substanzen von anscheinend lebens. 
wichtiger Funktion selbst zu bilden. In diesem Fall dienen offensicht- 
lich Olséure und Palmitoleinsiure als Ausgangsprodukte. Als erstes 
Zwischenprodukt diirfte eine Diensiure mit Divinylmethangruppierung 
entstehen, wobei die neue Doppelbindung wiederum nur in Richtung 
auf die Carboxylgruppe zu eingefiihrt wird. 

Das Vorkommen von kleinen Mengen Arachidonsaure und Docosa- 
hexaensaure bei fettfrei ernahrten Tieren (Gruppe I) kann ungezwungen 
erklart werden durch die Feststellung, daB das im Futter vorhandene 
Casein trotz der erschépfenden Extraktion mit Ather-Alkohol nicht vollig 
fettfrei ist und da8 sich darin auch kleinere Mengen von Polyensauren 
befinden. Ebenso erklart sich der noch etwas héhere Docosahexaen- 
siuregehalt bei Gruppe II durch das Vorhandensein von zwar geringen, 
aber doch einwandfrei nachweisbaren Mengen Linolenséure in dem 
verfiitterten Linolsiurepraparat. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft und des Verbands der Chemischen Industrie, Fonds der 
Chemie, unterstiitzt. 


5 E. Klenk, International Conference on Biochemical Problems of Lipids, 
1953, S. 33, Koninklijke Vlaamse Academie voor Wetenschappen, Letteren en 
Schone Kunsten van Belgie, Brussel. 
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Beschreibung der Versuche 


Die Experimente wurden mit 30 etwa drei Wochen alten weiBen, vorwiegend 
mannlichen Ratten durchgefiihrt, die man unmittelbar nach der Entwoéhnung in 
3 Gruppen einteilte. Gruppe I: Diese Tiere erhielten die Grunddiat ohne weitere 
Zulage. Gruppe II: Wahrend der ganzen Versuchsdauer wurden neben der Grund- 
diat insgesamt 19 g Linolséure-athylester pro Gruppe, in Mengen von tiglich etwa 
30 mg per os an jedes Tier verabreicht. Gruppe IIT: Fiitterung wie bei Gruppe IT 
mit dem Unterschied, daB an Stelle des Linolsaureesters als Zulage insgesamt 17 g 
Linolenséure- athylester gegeben wurden. 

Als fettfreie Grunddiat diente nach Burr und Burr ein Gemisch von Rohr- 
mcker und mit Athylalkohol-Ather erschépfend extrahiertes Casein (Merck) im 
Verhaltnis 3:1 bei Tieren unter 100 g Gewicht, im Verhaltnis 5:1 bei Tieren von 
100—175 g und im Verhiltnis 7:1 bei Tieren iiber 175 g. Dem Rohrzucker-Casein- 
gemisch war die Salzmischung nach MacCollum beigemischt. AuBerdem wurden 





‘aa 

Elm 
Abb. 1. UV-Spektren der mit Al- 400 
kali isomerisierten, verfiitterten 





























Linolsaure ( ) und der isomeri- 
sierten, aus Casein extrahierten - 
Polyensauren (- - - -). \ 
250 _— "360 


die Vitamine A und D in alkoholischer Lésung (Merck) und der Vitamin-B-Komplex 
(Hofmann-La Roche) im Trinkwasser, das Spuren Kaliumjodid enthielt, verabreicht. 
Nach 10—11 Wochen wurden die Tiere (Durchschnittsgewichte bei GruppeI 182 g, 
Gruppe IT 196 g, Gruppe III 194 g) getétet. 

Das verfiitterte Casein war trotz der erschépfenden Extraktion mit Alkohol- 
Ather noch nicht véllig fettfrei. Aus 100 g Casein wurden durch 3stdg. Kochen mit 
5proz. methanol. Schwefelséure nach Abzentrifugieren des ungelést gebliebenen 
Caseins und durch Ausschiitteln der Lésung mit Petrolather die Fettsaure-methyl- 
ester erhalten. Nach Verseifung und Ausfrieren der gesattigten Fettsaiuren und eines 
Teils der Monoensauren bei —40° aus einer 10proz. Acetonlésung verblieben von 
insgesamt 0,57 g Gesamtfettsiuren 0,28 g starker ungesattigte Fettsauren, die auf 
Grund des UV-Absorbtionsspektrums nach Alkaliisomerisierung (Abb. 1) etwa 
10—15% Linol- und Linolenséure sowie Spuren von Tetraen- und Pentaensduren 
enthielten. Abb. 1 enthalt auch das UV-Spektrum der isomerisierten, als Zulage 
verwendeten Linolséure, welches eine Verunreinigung mit Spuren Linolensdure 
anzeigt, 

Von jeder Gruppe wurden die homogenisierten Lebern mit Aceton entwassert, 
anschlieBend mit Aceton in der KAlte und schlieBlich mit Methanol/Chloroform 3:1 
in der Siedehitze extrahiert. Die zum Sirup eingeengten Extrakte léste man in 
Ather, engte sie nach Abtrennung des Ungelisten wieder bis zur Sirupkonsistenz 
ein und fallte die Phosphatide mit Aceton aus. Die aus den Acetonlésungen durch 
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Abdampfen des Lésungsmittels gewonnene Neutralfettfraktion wurde nicht weiter 
verarbeitet. 

Aus den vereinigten Phosphatidfraktionen spaltete man durch 3stdg. Kochen 
mit 3proz. methanolischer Salzsiure die Fettsiure-methylester ab und schiitielte 
diese mit Petrolather aus. Nach Verseifung der Ester und Abtrennung des Un. 
verseifbaren wurden die Fettsiuren in dem 10fachen Vol. Aceton gelést und die 
gesittigten Fettséuren sowie ein Teil der Monoensduren bei —40° ausgefroren, 
Die in Lésung gebliebenen Anteile (Polyensaurefraktion) trennte man nun durch 
,,reversed phase“ Chromatographie® in eine Triensaurefraktion (Frakt. a) und eine 
Fraktion der hochungesattigten Fettsiuren (Frakt. b), welche die Tetraen-, Pentaen. 
und Hexaensauren enthielt (siehe Tab. 3 und Abb. 2). 
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Abb. 2. ,,Reversed phase‘ Chromatogramme der Polyensaurefraktionen (Angaben 
in Mol/100 Mol). I. Einwaage 278 mg: Frakt. b (0—83) 3,50 cm® 0,1n KOH, entspr. 
99,0 mg Séuren oder 39 Mol; Frakt.a (84—132) 5,44 cm® 0,In KOH, entspr. 
158,5 mg Séuren oder 61 Mol. — II. Einwaage 257 mg: Frakt. b (27—108) 5,80 em® 
0,1n KOH, entspr. 173,8 mg Séuren oder 71 Mol; Frakt. a (109—138) 2,39 em? 
0,1n KOH, entspr. 68,2 mg Saéuren oder 29 Mol. — III. Einwaage 250 mg: Frakt. b 
(21—86) 4,88 cm* 0,1n KOH, entspr. 147,5 mg Sauren oder 59 Mol; Frakt. a 
(87—133) 3,37 cm’ 0,1n KOH, entspr. 96,5 mg Sauren oder 41 Mol. 


6 W. Kapitel, Fette u. Seifen 58, 91 [1956]. 
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Tab. 3. Ergebnis der Leberaufarbeitung (Mengen in g). 
Gruppe | Gruppe | Gruppe 
I II Til 

lebergewicht (frisch). ........2... 73,1 79,2 76,4 
Neutralfett . Se ee eS fo ae ae ee 2,5 1,8 1,8 
Phosphatide . ies ear ere are ee 4,1 2,3 2,7 
Fettsaure- methylester 7 eel Oey a ae ee 1,86 1,13 1,40 
Freie Fettséuren a 1,54 0,93 5,16 - 
Fettsiuren, bis —40° ausgefallener Anteil . 0,52 0,33 0,46 
Polyensaurefraktion Sitcom na AAA ES J 0,95 0,55 0,69 
URVCIONIES wk a tw 0,10 0,07 0,10 











Die Triensaurefraktionen (Frakt. a) 


Die UV-Spektren der mit Alkali isomerisierten Sauren zeigt Abb. 3. AuBerdem 
wurde von Frakt. Ia noch eine gaschromatographische Analyse des Methylesters 
ausgefiihrt (Abb. 4). SchlieBlich wurden etwa 20 mg von jeder der drei Fraktionen 
in Kisessig mit Platinkatalysator hydriert. Von den Hydrierungsprodukten ermittelte 
man dann nach der Vorschrift von Kapitel die Zusammensetzung des Fettsaure- 
gemisches (Abb. 5). 




















a 
Kem 
20 SSCSC« 350 200 
Abb. 3. UV-Spektren der mit Alkali isomerisierten Triensaiurefraktionen wigied KOH- 
Glykol, 8 Min. bei 180°). Ia: -———,, IIa: - - - - - und IIIa: ----- 


Var % 
Abb. 4. Gaschromatogramm der Methylester C20 
von Frakt. Ia und zum Vergleich oben das des CIB 
Methylestergemisches der paarigen gesattigten C16 
Fettsiuren von Myristinsaure (C,,) bis Tetra- 
cosansdure (C,,). — Kolonne: @ 4 mm, Lange Ch, 
1350 mm. Fiillung: Reoplex 400 auf Celite. 
Kolonnentemp.: 203°. Tragergas: Argon. — 
Auflésung des Chromatogramms: 2a = Palmit- 
oleinsaure, 3a = Olsiure, 4a = C.o-Diensiure, 
4b = C,)-Triensiure, 5a = C,,-Triensaure, 
5b = C,,-Tetraensaure. 
A 
Za 3a la bb 5a b 








Zur oxydativen Ozonidspaltung wurden die Fettsiuren nach Klenk 
und i Bongard’ in Hisessig/Methylacetat 2:1 gelést und bei —10° ozonisiert. 


7 E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 
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Abb. 6. Chromatographische Trennung 
der Abbaudicarbonsaduren der Frakt. Ia 
durch Saéule D. Angaben in Mol/Mol. 
Einwaage 19,2 mg (Mol.-Gew. 291,5). 1% 
(Frakt. 6—40): 6,25 cm 0,01n KOH, gef. 
0,48 Mol Azelainsiéure (Cy) + C,,-Dicar- 
bonséure; 3% (Frakt. 41—50): 0,54 em® 
0,01n KOH, gef. 0,04 Mol Pimelinsaure 
(C,); Frakt. 51—59: 0,33 cm? 0,01n KOH, 
gef. 0,03 Mol Adipinsaure (C,);5°% (Frakt. 
60—70): 0,50 cm’ 0,01n KOH, gef. 0,04 
Mol Adipinsaure, verunreinigt mit Glutar- 
siure (C,); 10% (Frakt. 71—84): 4,01 cm® 
0,01n KOH, gef. 0,31 Mol Glutarsaure; 
20% (Frakt. 85—93): 0,55 cm*® 0,01n 
KOH, gef. 0,04 Mol Bernsteinsaure (C,); 


Frakt. 94—110: 4,53 cm? 0,01n KOH, gef. 
0,35 Mol Malonsaure (C3). 
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Abb. 5. Zusammensetzung der Hydrie. 
rungsprodukte der Triensdurefraktionen 
auf Grund der saulenchromatographi- 
schen Analyse nach Kapitel® (Angaben 
in Mol/100 Mol). Ia. Einwaage 5,0 mg; 
Frakt. 54—57 Spur Palmitinsaure; Frakt, 
60—77 0,83 cm* 0,01n KOH, entspr. 
2,36 mg Stearinsiure oder 59 Mol C,,; 
Frakt.78—93 0,59 cm*0,01n KOH, entspr. 
1,82 mg Eicosanséure oder 41 MolC,,. — 
IIa. Einwaage etwa 8,5 mg: Frakt. 57 bis 
71 2,12 cm* 0,01n KOH, entspr. 6,04 mg 
Stearinsaure oder 84 Mol C,,; Frakt. 78 bis 
90 0,42 cm* 0,01n KOH, entspr. 1,29 mg 
Eicosanséure ‘oder 16 Mol Cy). — IIIa. 
Einwaage 6,0 mg: Frakt. 49—52 Spur 
Palmitinsiure; Frakt. 57—79 1,05 cm3 
0,01n KOH, entspr. 2,98 mg Stearinsaure 
oder 76 Mol C,,; Frakt. 81I—97 0,33 cm’ 
0,01n KOH, entspr. 1,01 mg Eicosansiure 
oder 24 Mol C,y. 
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AnschlieBend wurde die mit Perhydrol versetzte Lésung 60 Stdn. bei 36° stehen- 
gelassen. Nach Zerstérung der Peressigsiure und Abtrennung der Monocarbon- 
siuren mit Petrolather erfolgte die siulenchromatographische Trennung der Abbau- 
dicarbonsauren durch Saule D (s. Abb. 6—8). Jede der isolierten Dicarbonsauren 
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Abb. 7. Abb. 8. 


Abb. 7. Chromatographische Trennung der Abbaudicarbonsaéuren der Frakt. Ifa 
durch Saéule D. Angaben in Mol/Mol. Einwaage 10,3 mg (Mol.-Gew. 288,5). 
1%, (Frakt. 5—11): 3,12 cm? 0,01n KOH, gef. 0,44 Mol Azelainséure + C,,- 
Dicarbonsaure; Frakt. 12—20: 0,38 cm’ 0,01n KOH, gef. 0,05 Mol Azelainsiure -+- 
Korksaure; 3% (Frakt. 21—27): 0,27 cm’ 0,01n KOH, gef. 0,04 Mol Pimelinsaure ; 
Frakt. 28—37 : 0,50 cm® 0,01n KOH, gef. 0,07 Mol Adipinsaure ; 5°, (Frakt. 38—44) : 
0,25 cm? 0,01n KOH, gef. 0,04 Mol Adipinséure + Glutarsaure ; 10°, (Frakt.45—62) : 
1,39 cm? 0,01n KOH, gef. 0,20 Mol Glutarsiure; 20% (Frakt. 63—72): 0,45 cm? 
0,01n KOH, gef. 0,06 Mol Bernsteinséure; Frakt. 73—91: 1,25 cm® 0,01n KOH, 
gef. 0,17 Mol Malonsaure. 


Abb. 8. Chromatographische Trennung der Abbaudicarbonsauren der Frakt. IIIa 
durch Saule D. Angaben in Mol/Mol. Einwaage 7,1 mg (Mol.-Gew. 291). 1% 
(Frakt. 5—10): 2,42 cm® 0,01n KOH, gef. 0,50 Mol Azelainséure + C,,-Dicarbon- 
siure; Frakt. 11—19: 0,30 cm? 0,01n KOH, gef. 0,06 Mol Azelainsiure + Kork- 
siure; 3% (Frakt. 20—30): 0,23 cm® 0,01n KOH, gef. 0,05 Mol Pimelinsaure; 
5%, (Frakt. 31—40): 0,14 cm* 0,01n KOH, gef. 0,03 Mol Adipinsaéure; 10% 
(Frakt. 41—53): 0,63 cm? 0,01n KOH, gef. 0,13 Mol Glutarsaéure; 20% (Frakt. 
54—64): 0,35 cm? 0,01n KOH, gef. 0,07 Mol Bernsteinséure; Frakt. 65—80: 
0,92 cm? 0,01n KOH, gef. 0,19 Mol Malonsaure. 


wurde noch papierchromatographisch identifiziert und auf Kinheitlichkeit gepriift. 
Die auf Grund der gefundenen Werte berechneten molaren Verhaltnisse der Abbau- 
dicarbonsaéuren zeigt Tab. 2, C. 

Reduktive Ozonidspaltung: In der gleichen Weise wie bei der oxydativen 
Ozonidspaltung fiihrte man die Ozonisation bei der reduktiven Spaltung durch. 
Die Hydrierung der Ozonide in Gegenwart von Platinoxyd bei —10° bis —20° und 
die weitere Darstellung der Dinitrophenylhydrazone der Abbaualdehyde erfolgte 
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nach der Vorschrift von Klenk und Brockerhoff®. Die Dinitrophenylhydrazone 
wurden saéulenchromatographisch nach Kramer und van Duin® iiber Silicage| 
mit Petrolather als mobiler und Nitromethan als stationérer Phase getrennt. Jede 
Fraktion wurde noch papierchromatographisch identifiziert und auf Einheitlichkeit 
geprift. Die Dinitrophenylhydrazone der Abbaualdehyde der Fraktionen zeigten 
folgende Zusammensetzung: Ia (von 0,550 mg Sbst.) Cy 239 wg oder 0,39 Mol, 
C, 54 ug oder 0,10 Mol, C, 6 wg oder 0,01 Mol pro Mol Fettséuregemisch. -— IIa 
(von 0,700 mg Subst.) C, 214 ug oder 0,27 Mol, C, 105 ug oder 0,15 Mol, Cy, 75 ng 
oder 0,01 Mol, C, Spur und C, 11 ~g oder 0,02 Mol pro Mol Fettsiuregemisch. — 
Ifa (von 1,55 mg Sbst.) Cy 660 ug oder 0,39 Mol, C, 208 ug oder 0,13 Mol, (, 
Spur, C, Spur und C, 13 wg oder 0,01 Mol pro Mol Fettsiuregemisch. 


Die Fraktionen der hochungesattigten Fettsiuren (Frakt. b) 


Die UV-Spektren der mit Alkali isomerisierten Sauren zeigt Abb. 9. Hier 
wurden auch von allen drei Fraktionen gaschromatographische Analysen der 
Methylester durchgefiihrt (Abb. 10). AuBerdem wurde wieder wie bei den Frak. 
tionena die Zusammensetzung des hydrierten Fettsiuregemischs ermittelt (Abb. 11). 
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Abb. 9. UV-Spektren der mit Alkali isomerisierten Fraktionen der hochungesattigten 
Fettsauren. Ib - Lt eee and fib «26 é 





Die oxydative Ozonidspaltung: Die Abbildungen 12—14 zeigen die 
Zusammensetzung der Abbaudicarbonsiuren von den Fraktionen der _hoch- 
ungesattigten Fettsiuren (Frakt. b). Aus diesen Werten wurden die molaren Ver- 
haltnisse in Tab. 2 berechnet. Infolge der schlechten Abtrennung der Korksaure 
von der Azelainsaure stellen die gefundenen Werte fiir diese beiden Dicarbonsauren 
nur Annaherungswerte dar. 


Reduktive Ozonidspaltung: Die Dinitrophenylhydrazone der Abbau- 
aldehyde der Fraktionen b zeigten folgende Zusammensetzung: 1b (von 0,705 mg) 
Cy 69 ug oder 0,09 Mol, C, 219 ug oder 0,30 Mol, C, 90 wg oder 0,13 Mol, C, 8 ug 
oder 0,01 Mol, C, 26 ug oder 0,04 Mol/Mol Fettsiuregemisch. — IIb (von 0,680 mg) 
C, 18 ug oder 0,03 Mol, C, 45 wg oder 0,07 Mol, C, 195 ug oder 0,31 Mol, C, 8 ug 
oder 0,01 Mol, C, 34 ug oder 0,06 Mol/Mol Fettsiuregemisch. — IIT b (von 0,880 mg) 
C, Spur, C, 57 ug oder 0,07 Mol, C, 49 ug oder 0,06 Mol, C, 10 ug oder 0,01 Mol, 
C, 250 ug oder 0,36 Mol/Mol Fettsiuregemisch. — Die auf Grund der gefundenen 
Werte berechneten molaren Verhialtnisse der Abbaualdehyde zeigt Tab. 2, D. 


8 E. Klenk u. H. Brockerhoff, diese Z. 310, 153 [1958]. 
® P.J.G. Kramer u. H. van Duin, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 738, 63 
[1954]. 
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Abb. 10. Gaschromatogramme der Methylester von den Fraktionen der hoch- 
ungesadttigten Fettsiuren und zum Vergleich oben das des Methylestergemischs 
tigten der paarigen gesattigten Fettsiuren von Myristinsiure (C,,) bis Tetracosansaéure 


(C4). Ib , IIb------ und IIIb::---- . Auflésung der Chromatogramme: 
1 = Myristinsiure, 2a — Palmitoleinsiure, 2b = C,,-Diensdure, 3a = Olsaure, 
3b = Linolséure, 3c = Linolenséure, 4a = C,9-Diensaéure, 4b = C,,-Triensaure, 
n die 4c = C,-Tetraensiure, 4d = C,9-Pentaensaure, 5a = C,,-Triensiure, 5b = C,.- 
hoch- Tetraensdure, 5c = C,.-Pentaenséure und 5d = C,,-Hexaensaure. 


aoe Abb. 11. Zusammensetzung der hydrierten Fraktionen der hochungesattigten Fett- 
aaa siuren auf Grund der séulenchromatographischen Analyse nach Kapitel® (An- 

gaben in Mol/100 Mol). — Ib. Einwaage 5,02 mg: Frakt. 10—12 Spur Mpyristin- 
siure; Frakt. 32—55 0,55 cm® 0,01n KOH, entspr. 1,39 mg Palmitinsiure oder 
»bau- 32 Mol C,,; Frakt. 58—70 0,22 cm* 0,01n KOH, entspr. 0,63 mg Stearinséure oder 
) mg) 13 Mol C,,; Frakt. 82—98 0,77 cm* 0,01n KOH, entspr. 2,40 mg Eicosansaure oder 
8 ug 45 Mol C,); Frakt. 104—114 0,17 cm® 0,01m KOH, entspr. 0,58 mg Docosansaure 
mg) oder 10 Mol C,,. — IIb. Einwaage 7,5 mg: Frakt. 31—36 Spur Myristinsaure; 
8 ug Frakt. 47—65 0,27 cm* 0,01n KOH, entspr. 0,69 mg Palmitinsaure oder 13 Mol C,,; 
mg) Frakt. 68—86 0,28 cm? 0,01n KOH, entspr. 0,80 mg Stearinsiure oder 13 Mol C,,; 
Mol, Frakt. 91—112 1,21 cm? 0,01n KOH, entspr. 3,78 mg Eicosansaure oder 58 Mol C,,; 
bnen Frakt. 113—132 0,34 cm? 0,01n KOH, entspr. 1,14 mg Docosanséure oder 16 Mol 
C,.. — IIIb. Einwaage 5,82 mg: Frakt. 18—21 Spur Myristinséure; Frakt. 52—69 
0,22 cm* 0,01n KOH, entspr. 0,56 mg Palmitinsaure oder 16 Mol C,,; Frakt. 73—79 
0,05 cm’ 0,01n KOH, entspr. 0,14 mg Stearinséure oder 3 Mol C,,; Frakt. 97—116 
, 63 0,61 cm*0,01n KOH, entspr. 1,90 mg Eicosansiaure oder 43 Mol C,); Frakt. 117—135 
0,54 cm® 0,01m KOH, entspr. 1,84 mg Docosansiaure oder 38 Mol C,,. 
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Abb. 12. Abb. 13. 
Abb. 12. Chromatogramm der Abbaudicarbonsaéuren von Frakt. Ib durch Saule D 
in Mol/Mol. Einwaage 8,5 mg (Mol.-Gew. 283); 1°, (Frakt. 6—12): 1,35 em 0,01n 
KOH, gef. 0,23 Mol Azelainsiure (Cy); Frakt. 13—22: 0,47 cm® 0,01 n KOH, gef. 
0,08 Mol Azelainsiure + Korksaure (Cz) etwa im Verh. 1:1; Frakt. 23—32: 
0,25 cm? 0,01n KOH, gef. 0,04 Mol Pimilinsiiure (C,); 3°/, (Frakt. 33—44): 0,27 cm 
0,01n KOH, gef. 0,04 Mol Adipinsaure (C,); 5°/, (Frakt. 45—53): 0,31 em? 0,01n 
KOH, gef. 0,05 Mol Adipinsaure; 10% (Frakt. 54—67): 1,79 cm® 0,01n KOH, gef. 
0,30 Mol Glutarsaure (C,;); 20% (Frakt. 68—78): 1,42 cm* 0,01n KOH, gef. 0,24 Mol 
Bernsteinsaure (C,); Frakt. 79—94: 5,80 cm® 0,01n KOH, gef. 0,96 Mol Malon- 
sadure (C,). 


Abb. 13. Chromatographische Trennung der Abbaudicarbonséuren der Frakt. IIb 
durch Saule D in Mol/Mol. Einwaage 31,0 mg (Mol.-Gew. 300); 1% (Frakt. 6—18): 
3,70 cm? 0,01n KOH, gef. 0,18 Mol Azelainsiure; Frakt. 19—35: 1,76 cm® 0,01n 
KOH, gef. 0,09 Mol Azelainsiure + Korksiure; 3° (Frakt. 36—47): 0,89 cm? 
0,01n KOH, gef. 0,04 Mol Pimelinsiure; Frakt. 48—53: 0,28 cm’ 0,01n KOH, gef. 
0,01 Mol Adipinsiure; 5% (Frakt. 54—65): 0,86 cm* 0,01n KOH, gef. 0,04 Mol 
Adipinsaure, verunreinigt mit Glutarsiure; 10° (Frakt. 66—79): 7,74 cm® 0,01n 
KOH, gef. 0,38 Mol Glutarsiure; 20% (Frakt. 80—95): 3,18 cm® 0,01n KOH, gef. 
0,15 Mol Bernsteinséure und Frakt. 96—117: 14,00 cm’ 0,01n KOH, gef. 0,68 Mol 
Malonsaure. 





Ons ome 


— 


or Ft 


8 (1960) 











| 
at 


~~ 


aule D 
> 0,01n 
H, gef. 
3—32: 
27 cm? 
0,01n 
H, gef. 
24 Mol 
Malon- 


t. IIb 
—1]8): 
0,01n 
39 cm 
1, gef. 
4 Mol 
0,01n 
[, gef. 
8 Mol 





Bd. 318 (1960) Cyo- und C,.-Polyensaéuren 99 


Abb. 14. Chromatographische Trennung 
der Abbaudicarbonsauren der Frakt. ITI b " 
durch Séule D in Mol/Mol. Einwaage 19 3%) 5% 410% 0% 
15,0 mg (Mol.-Gew. 302,8); 1% (Frakt.5 4 975- 
bis 41): 2,57 cm? 0,01n KOH, gef. 0,26 Mol 
Azelainséure + geringere Mengen Kork- 
siure; 3% (Frakt. 42—48) : 0,33 cm? 0,01n 
KOH, gef. 0,03 Mol Pimelinsiure; Frakt. 
49—55: 0,25 em? 0,0ln KOH, gef. 0,03 ° was 
Mol Adipinséure; 5% (Frakt. 56—66) 
0,48 cm? 0,01n KOH, gef. 0,05 Mol Adipin- 
siure, verunreinigt mit Glutarsaure; 10% 
(Frakt. 67—81): 3,23 cm? 0,0ln KOH, 945; 
gef. 0,33 Mol Glutarsiure; Frakt. 82—97: 
3,01 cm* 0,01n KOH, gef. 0,30 Mol Bern- 
steinsiure; 20%, (Frakt. 98—120): ‘ 
11,00 cm? 0,01n KOH, gef. 1,11 Mol tk: So 


$ 50 100 
Malonsaure. Fraktionen —s— 
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Zusammenfassung 


Die Leberphosphatide von fettfrei ernihrten Ratten enthalten 
vorwiegend Polyenséiuren vom Ol- und Palmitoleinsiuretyp (4°%!- 
Kicosatriensiure und A*7-10-13.Kicosatetraensiure). Verabreichung von 
Linolséure fiihrt zum Auftreten von Polyensiuren des Linolsiure- 
typs, und zwar hauptsichlich von 45 8-1-14-Kicosatetraensaure (Arachi- 
donsaure), wihrend andererseits bei Verabreichung von Linolensaure in 
den Leberphosphatiden hauptsichlich Polyensiuren vom Linolensaure- 
typ, und zwar 458-1114 17_Ricosapentaensiure und A47-10-13-16-19_Pocosa- 
hexaenséure nachzuweisen sind. 


Summary 


The liver phosphatides of rats fed with a fat free diet contain 
preponderantly polyenoic acids of the oleic and palmitoleic acid type 
(A58-11_eicosatrienoic acid and A*471°13.eicosatetraenoic acid). Admi- 
nistration of linolic acid results in the appearence of polyenoic acids 
of the linolic acid type, mainly of A5*1!14-eicosatetraenoic acid 
(arachidonic acid), whereas, after the administration of linolenic acid, 
polyenoic acids mainly of the linolenic acid type, A5*41!-14 !’-eicosa- 
pentaenoic acid and 4*7-10-13-1619_qocosahexaenoic acid, are found in 
the liverphosphatides. 


Prof. Dr. E. Klenk, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
K6ln-Lindenthal, Josef-Stelemann-StraBe 52. 
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Untersuchungen zur Biosynthese der Proteine, IV1-* 


Zusammensetzung, Funktion und Spezifitat 
der léslichen Ribonucleinsiure aus Escherichia coli 
Von 
W. Zillig, D. Schachtschabel und W. Krone 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Dezember 1959) 


In zahlreichen zellfreien Systemen ist ein unter Beteiligung von 
léslichen Enzymen, léslicher Ribonucleinsiure (L-RNS)*, Mikrosomen 
bzw. Ribosomen und ATP (in einigen Fallen auch GTP) als Cofaktor 
verlaufender Einbau von Aminosiuren in Proteine gezeigt worden, der 
eine Anzahl von Kriterien der Eiweifbiosynthese erfiillt (Zusammen- 
fassende Darstellungen s. |. c.45). Das Studium einzelner Stufen des 
Gesamtprozesses an definierten Fraktionen solcher Systeme fiihrte zum 
4-Stufen-Schema der Synthese der Proteine®. 

In der Zweiten Stufe des Prozesses wird die zunachst unter Be- 
teiligung von ATP aktivierte Aminosiure’? vom intermediar gebildeten 
Enzymkomplex des Aminoacyladenylats in esterartiger Bindung auf das 
2’. oder 3’-Hydroxy] eines kettenendstindigen Adenosinrestes der L-RNS 
iibertragen*-!°. In der dritten Stufe erfolgt ein Transfer des Aminoacy]- 
restes von der Aminoacyl-L-RNS ins Protein von Mikrosomen bzw. 
Ribosomen®), 


* Es werden folgende Abkiirzungen verwendet: RNS = Ribonucleinsiure, 
DNS = Desoxyribonucleinséure, L-RNS = lésliche RNS, ATP und ‘GTP = 
Adenosin- bzw. Guanosintriphosphat, p-CMB = p-Chlormercuri-benzoat, ADTA = 
Athylendiamin-tetraacetat. 

1 I. Mitteil.: D.Schachtschabel u. W. Zillig, diese Z. 814, 262 [1959]. 

2 II. Mitteil.: D. J. McCorquodale u. W. Zillig, diese Z. 815, 86 [1959]. 

3 TI. Mitteil.: W. Zillig, W. Krone u. M. Albers, diese Z. 817, 131 [1959]. 

4 R. B. Loftfield, Progr. in Biophys. 8, 348 [1957]; H.Chantrenne, Annu. 
Rev. Biochem. 27, 35 [1958]. 

5 J. L. Simkin, Annu. Rev. Biochem. 28, 145 [1959]. 

6 P.C. Zamecnik, M. L. Stephenson u. L. I. Hecht, Proc. nat. Acad. Sci. 
USA 44, 73 [1958]. 

? M. B. Hoagland, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 16, 288 [1955]. 

8 M. B. Hoagland, P. C. Zamecnik u. M. L. Stephenson, Biochim. bio- 
physica Acta [Amsterdam] 24, 215 [1957]. 

® L. I. Hecht, M. L. Stephenson u. P. C. Zamecnik, Proc. nat. Acad. Sci. 
USA 45, 505 [1959]. 

10 H.G. Zachau, G. Acs u. F. Lipmann, Proc. nat. Acad. Sci. USA 44, 
885 [1958]. 

11M. B. Hoagland, M. L. Stephenson, J. F. Scott, L. I. Hecht u. 
P. C. Zamecnik, J. biol. Chemistry 281, 241 [1958]. 
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Die L-RNS-Zwischenstufe ist in zellfreien Systemen und, wie Gros” 
gezeigt hat, wahrscheinlich auch in vivo obligat. 

Die erstmals von Hoagland et al.® isolierte und funktionell 
charakterisierte L-RNS-Fraktion ist inzwischen auch von anderen Autoren 
aus verschiedenen Quellen®, darunter auch aus £. coli}, isoliert worden. 
Es wurde gezeigt, daB sie verschiedene Bindungsorte fiir verschiedene 
Aminosiuren enthalt. Fraktionierungsversuche fiihrten zu einer partiellen 
Trennung aminosdurespezifischer Anteile*. Das Energieniveau der Amino- 
acyl-L-RNS liegt in der GréBenordnung desjenigen von ATP!®1®. 

In der 1. Mitteil.1 dieser Serie berichteten wir iiber zwei zellfreie 
Systeme aus £. coli, in denen markierte Aminosauren in Proteine ein- 
gebaut werden. In beiden Systemen ist die Gegenwart von L-RNS fiir 
den Einbau absolut erforderlich. In der vorliegenden Arbeit soll iiber 
Versuche berichtet werden, die zur Kenntnis von Zusammensetzung, 
Endgruppen, Molekulargewicht, Kettenlinge, Funktion und Spezifitat 
der L-RNS aus Z£. coli beitragen. 


1. Darstellung der L-RNS-Fraktion 


Aus dem aus Homogenaten von £. coli B. durch 14stdg. Ultra- 
zentrifugation bei 30000 U./Min. gewonnenen Ribosomen- und DNS- 
freien Uberstand wurde durch Zusatz von verdiinnter Essigsiure iso- 
elektrisch eine ,,pa-4-Fraktion“ gefillt, die zu etwa 5% aus L-RNS, 
zu 95% aus léslichen Proteinen, darunter einer Reihe von aminosiure- 
aktivierenden Enzymen besteht. Die L-RNS wurde entweder durch 
Elektrophorese auf Polyvinylchloridpulver-Blocks oder durch eine Phenol- 
methode vom Proteinanteil abgetrennt und ohne Aktivitatsverlust durch 
Zusatz von verd. Salzsiure in der Kite bei px 2 ausgefallt, mit Athanol 
und Ather gewaschen, getrocknet und bei —30° aufbewahrt. 

Gelegentlich noch im Priparat enthaltene DNS kann durch Inku- 
bation mit Desoxyribonuclease und Umfillen mit verdiinnter Salzsiure 
entfernt werden. 

In diesem Zustand ist die L-RNS noch teilweise aminoacyliert. 
Die quantitative Abspaltung der Aminoacylreste gelingt hydrolytisch 
bzw. hydroxylaminolytisch durch Istdg. Inkubation bei pa 9,0 und 
anschlieBendes Umfillen mit Salzsiure. Bei pa 1,9 wird die Ester- 
bindung langsamer gespalten als bei pu 7,0. 


12 F. Gros, 10. Colloquium der Deutschen Ges. f. Physiolog. Chemie, Mos- 
bach, April 1959. 

13 P. Berg u. E. J. Ofengand, Proc. nat. Acad. Sci. USA 44, 78 [1958]. 

144 K.C.Smith, E.Cordes u. R.S.Schweet, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 33, 286 [1959]; R. W. Holley, ebenda 85, 272 [1959]. 

15 J. Preiss, P. Berg, E. J. Ofengand, F.H. Bergmann u. M. Dieck- 
mann, Proc. nat. Acad. Sci. USA 45, 319 [1959]. 

16 J, Leahy, E. Allen u. R.Schweet, Federation Proc. 18, 270 [1959]; 
F. Lipmann, W.C. Hilsmann, G. Hartmann, H.G. Boman u. G. Acs, J. 
cellular comparat. Physiol., 54, Suppl. I, 75 [1959]. 
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2. Physikalische Eigenschaften 


a) Elektrophorese 

Die L-RNS ist in Puffern oberhalb px 3,0 leicht léslich. Sie 
wandert elektrophoretisch auf Polyvinylchloridpulver-Blocks, Membran. 
folie (Schleicher & Schiill) und in Agar-Gel im pqy-Bereich von 2,5—7,0 
als scharfe, einheitlich erscheinende Bande anodisch. 


b) Siulenchromatographie 

Auch bei der Chromatographie auf eine Ecteola-Siule in einem 
Konzentrationsgradienten wurde das Material als ein relativ scharfer 
Gipfel eluiert. 


c) Sedimentation und Diffusion 


In der analytischen Ultrazentrifuge ist nur ein Gradient zu erkennen, 
der in Form einer einheitlich erscheinenden, sich durch Diffusion stetig 
verbreiternden GauB-Kurve mit einer Svedberg-Konstanten S,. = 4,68 
sedimentiert. 

Die sowohl aus der Verbreiterung dieses Gradienten als auch geson- 
dert bestimmte Diffusionskonstante betrigt 9,25 - 10-7? em?/Sek. Daraus 
ergibt sich, das ,,physikalische Molekulargewicht‘‘ zu 35000, d. s. etwa 
120 Mononucleotide pro L-RNS-Molekiil. 


d) Bindung der L-RNS ans Protein der py-4-Fraktion 


Bei pu 4,5 wird die im DNS- und Ribosomen-freien Uberstand des 
E.-coli-Homogenats enthaltene L-RNS zusammen mit dem gréBten Teil 
des Proteins gefillt (s. 0.). Das aus der py-4-Fraktion auf Polyvinylchlorid- 
pulver-Blocks elektrophoretisch abgetrennte!? oder durch Ribonuclease 
von der L-RNS befreite Protein fallt bei pu 4,5 nicht mehr bzw. nur 
noch teilweise. Zusatz von L-RNS, Hefe-RNS oder des Polyanions Heparin 
fiihrt wieder zur vollstaindigen Fallung. Da‘weder das Protein noch die 
RNS bei diesem pq isoelektrisch sind, handelt es sich offenbar um die 
isoelektrische Pricipitation eines elektrophoretisch in die Komponenten 
zerlegbaren RNS-Protein-Komplexes salzartiger Natur. 


3. Zusammensetzung und Endgruppen der L-RNS 


Das alkalische Hydrolysat1® der L-RNS wurde durch Hochspan- 
nungselektrophorese auf Papier bei pu 3,2 fraktioniert. Die relativen 
Laufstrecken der Nucleotide und das Ergebnis der Bestimmung des 
Basenverhaltnisses und der Endgruppen sind in Tab. 1 dargestellt. 
Zum Vergleich ist das auf die gleiche Weise ermittelte Basenverhialtnis 
der hochmolekularen Ribonucleinsiure aus £.-coli-Ribosomen wieder- 
gegeben. 

1” H. Bloemendal u. L. Bosch, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 


35, 244 [1959]. 
18 T. N. Davidson u. R. M.S. Smellie, Biochem. J. 52, 594 [1952]. 
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Tab. 1. Elektrophoretische Trennung und Verhaltnis der Basen sowie Endgruppen 
im Alkalihydrolysat von L-RNS und ribosomaler RNS aus E. coli. 
Ru = Laufstrecke, bezogen auf Uridylsiure = 1,00; Elektrophorese in 0,05m 
Ammoniumacetat, py 3,2; 50 Min. bei 100 V/cm. Die Mol.-Verhaltnisse sind Mittel- 
werte aus 5 bzw. 4 Bestimmungen, Schwankung < + 2,5%. 














Mol.-Verhaltnis 
(Summe = 100) 
Komponente Ru der Komponenten 
a RNS aus- 
L-RNS Ribosomen 
| 0,28 19,5 26.5 
Guanylefure ........2... 0,75 23,3 29,5 
Cons (oe a ale Pe 0,15 28,3 22,4 
WOVE ke 1,00 19,6 21,6 
UIE oe eS ka ow a a —0,33 1,6 wenig 
Guanosindiphosphat. ....... 1,35 1,7 — 
Adenylséure: Uridylsiure . ... . 1,00 1,23 
Guanylsdure : Cytidylsiure. . .. . 1,04 1,32 
Parinis Pyesman. se ste 1,02 1,27 
Adenosin : Guanosindiphosphat . . . 0,94 — 








Man erkennt, daB (ahnlich den Verhiltnissen bei DNS) die Mol.- 
Verhaltnisse von Adenylsiure zu Uridylsiure sowie Guanylsiure zu 
Cytidylsiure nahe bei 1 liegen. 

Neben den vier Nucleosid-2'- bzw. -3’-phosphaten wurde nur 
Adenosin und eine bei px 3,2 etwa doppelt so schnell wie Guanylsaure 
wandernde Doppelbande aufgefunden. Beide Anteile der Doppelbande 
lieferten nach Elution vom Papier ein typisches Guanylsiure-Spektrum. 
Die quantitative Phosphorbestimmung?® ergab 1,95 g-Atom Phosphor 
auf 1 Mol Guanylsiure-Chromorhor. Da bei der Hochspannungselektro- 
phorese auch Guanosin-2’- und -3’-monophosphat etwa gleich weit von- 
einander getrennt werden, sind die beiden Anteile der Doppelbande als 
Guanosin-2’.5’-diphosphat und Guanosin-3’.5’-diphosphat anzusprechen. 
Das Mol.-Verhialtnis von Adenosin zu Guanosindiphosphat liegt nahe bei 1. 

Da es sich um Produkte der alkalischen Hydrolyse handelt, die alle 
in der Kette befindlichen Nucleotide als Nucleosid-2’- bzw. -3’-mono- 
phosphate freisetzt, muB man schlieBen, daB Adenosin und Guanosin- 
diphosphat die beiden einander gegeniiberstehenden einzigen Endgruppen 
der Polynucleotidketten der L-RNS sind. 

Aus dem Verhiltnis der Extinktionen von Endgruppe und aus der 
Kette freigesetzten Mononucleotiden laBt sich die Kettenlinge und damit 
das chemische Molekulargewicht recht genau ermitteln. Eine Kette ent- 
halt im Mittel 62 Nucleotide. Das mittlere chemische Molekulargewicht 
der Kette ist 18 500, also etwa halb so groB wie das physikalische 
Molekulargewicht. Die mittlere Bruttoformel der Kette ist: 


19 Nach Le Page et al., zitiert nach E. Volkin u. W. E. Cohn in Methods 
of Biochem. Analysis, Vol. I. S. 299. 














104 W. Zillig, D. Schachtschabel u. W. Krone, 





P-5'-G-3'-[( P-5'-A-3')19(P-5'-G-3'),9(P-5'-C-3’),,(P-5’-U-3'),9]-P-5'-A 
(A = Adenosin; G = Guanosin; C = Cytosin; U = Uridin) 


Die Ermittlung der an die Guanosindiphosphatendgruppe an. 
schlieRenden Sequenz durch Isolierung des endstindigen Oligonucleotids 
nach Ribonuclease-Spaltung ist im Gang. 

Das Elektropherogramm der durch Hydrolyse der L-RNS mit pan. 
kreatischer Ribonuclease erhaltenen Oligonucleotide unterscheidet sich 
von dem des Ribonucleasehydrolysats der hochmolekularen RNS aus 
Ribosomen. Die Identifizierung der Oligonucleotide und die quantitative 
Analyse der auftretenden Sequenzen werden bearbeitet. 


4. Biochemische Charakterisierung der L-RNS 
a) Aminoacylierung 

In Gegenwart der durch elektrophoretische Abtrennung der L-RNS 
nucleotidfrei gemachten (Albuminspektrum!), aminosdureaktivierende 
Enzyme enthaltenden py-4-Fraktion und von ATP als Cofaktor werden 
markierte Aminosiuren in gegeniiber heifer Trichloressigsdure und Alkali 
labiler Bindung auf L-RNS iibertragen. 

Wenn mehrere Aminosiiuren gleichzeitig anwesend sind, erfolgt die 
Aminoacylierung additiv, nicht kompetitiv’ (s. Tab. 2). Die Anwesenheit 
geringer Mengen von Ribonuclease verhindert die Aminoacylierung des 
siurefallbaren Materials véllig. ADTA hemmt ebenfalls; iiberschiissiges 
Mg?° hebt diese Hemmung wieder auf (Tab. 3). 


Tab. 2. Einbau verschiedener “C-Aminosiuren, einzeln und gleichzeitig, in 100 yg 
L-RNS. Enzym: 0,5 ml 14-Stdn.-Uberstand. Der Ansatz enthielt in 1 ml: 35 «Mol 
Phosphat, 4 ~Mol Mg*®, 2,5 uMol ATP, 0,i uMol pt-Aminosaure-[C] 
(280000 Imp./Min.); Inkubation: 10 Min. bei 37° und px 7,2. 





alle 
einzeln eingesetzt gleich- 
Amino- zeitig ein- 
saéure Leu | Ala | Gly | Tyr | Try | Lys | His |Summe gesetzt 





Imp./ Min. 





133 | 2193 | 2164 





340 | 243 | 20 | 759 | 113 | 585 


Tab. 3. Hemmung der Aminoacylierung von L-RNS durch Ribonuclease und ADTA. 

Der Ansatz enthielt in 1 ml: 35 uMoi Phosphat, 4 ~.Mol Mg, 2,5 wMol ATP, 

0,1 wMol pi-Leucin-[1-!4C] (280000 Imp./Min.) und 3 mg py-4-Fraktion, ent- 
haltend etwa 200 ug L-RNS. Inkubation 5 Min. bei 37° und pg 7,2. 











Imp./ Min. 
Normalansatz ..... . 655 
+ 0,1 mMol Mg®® .. . 642 
-+ 0,01 mMol ADTA . . } 15 
-|- 0,01 mMol ADTA a 
+ 0,1{mMol Mg”? . . 385 
+ 10ug RNase... . 7 
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Die Aminoacylierung der L-RNS erfolgt mit groBer Geschwindig- 
keit. Sie ist unter den von uns gewihlten Bedingungen bei 37° bereits 
nach 1 Min. abgeschlossen. Ihre Kinetik 14Bt sich deshalb nur bei 
tieferen Temperaturen sauber verfolgen wv 


(s. Abb. 1). ame 
Im Maximum werden etwa 4 Mol/ ve 


100 Mol L-RNS, bezogen auf das physi- 400 
kalische, halb soviel, bezogen auf das / 
chemische Molekulargewicht, mit Leu- | / 











cin beladen. Das entspricht gréfen- 
ordnungsmaéfig dem Anteil, den man 
bei Vorliegen von 20 verschiedenen 
Bindungsorten in etwa gleicher Menge 


erwarten wiirde. / 
100 


Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Aminoacylie- 

rung von 250 ug L-RNS durch 1 mg ,,nu- 

cleotidfreies Enzym“ bei 19°. 2,5 uMol ATP, 

0,1 uMol Leucin-[1-'C]; Inkubationsvolumen 10 20 JO 
1 ml. 


Jmp/Min. 
~ & 
.- = 


























Min.—— 


Die L-RNS 1a8t sich in Anwesenheit der pa-4-Fraktion mit allen 
Aminosiuren, deren aktivierende Enzyme darin enthalten sind’, beladen. 
Die Debris-Fraktion, die simtliche aminosiureaktivierenden Enzyme 
enthilt?, katalysiert auch die Aminoacylierung mit anderen Amino- 
siuren, z. B. Glycin. 

Eine bestimmte Menge Enzym vermag nur eine bestimmte Menge 
L-RNS zu aminoacylieren. Der zeitliche Endwert des Aminoacylierungs- 


















































ca 
1500 
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mg l-RNS—— mg Enzyn—— 
Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 2. Aminoacylierung steigender Mengen von L-RNS mit bestimmten Mengen 
Enzym (= nucleotidfreie py-4-Fraktion). Jeder Ansatz enthielt in 1 ml: 35 uMol 
Phosphat, 4 «Mol Mg”®, 2,5 uMol ATP, 0,1 «Mol pi-Leucin-[1-“C] und 2,0, 1,0 bzw. 
0,5 mg Enzym (obere, mittlere bzw. untere Kurve); Inkubation 10 Min. bei 37° 
und pq 7,2. 
Abb. 3. Maximaler Einbau in iiberschiissige L-RNS in Abhangigkeit von der 
Enzymmenge. Jeder Ansatz enthielt 5 mg L-RNS; sonst wie bei Abb. 2. 
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grads iiberschiissiger L-RNS ist linear abhingig von der Menge der an. 
wesenden, nucleotidfreien pu-4-Fraktion (s. Abb. 2 und 3). Die Amino. 
acyl-RNS ist demnach kein freier Gleichgewichtspartner. Das Enzym 
ist wie bei der Bildung des gemischten Anhydrids aus ATP und Amino. 
siure auch an der Aminoacylierung der L-RNS stéchiometrisch beteiligt. 


b) Transfer 


Die isolierte, mit markierter Aminosiure beladene L-RNS ist in 
Abwesenheit von ATP, GTP und Faktoren bzw. Enzymen aus dem 
Uberstand und in Gegenwart erheblicher Mengen nicht markierten Leucins 
in der Lage, bis 20% ihrer Aminoacylreste in gegeniiber hei8er Trichlor. 
essigsdure stabiler Bindung ins Protein gewaschener Ribosomen und von 
Debris zu transferieren (s. Tab. 4). 


Tab. 4. Transfer von Leucin-[1-C] von Aminoacyl-L-RNS in Ribosomen. 

Jeder Ansatz enthielt in 1 ml: 0,9 mg L-RNS (1236 Imp./Min.), 3 mg Ribosomen, 

35 uMol Phosphat und 4 uMol Mg?®. Inkubation 60 Min. bei 37° und pq 7,2. Das 

Glutathion wurde 1 Min. nach dem p-CMB zugesetzt: In allen Ans&tzen 4 Mol 
nichtmarkiertes L-Leucin. 











Imp./ Min. 

Normalansatz .......4..42.4.-. 136 
+ Baer teommol).. . ws ww 145 
_+ ATP + GTP (je 2,5 uMol) .... 129 
+ ATP + GTP + pq-4-Fraktion . . 120 
ohne nichtmark. Leucin. ..... . 87 
+ Ribonuclease (lOug) ...... 2 
+ Glutathion (lwMol)....... 130 
+ p-CMB (0,luMol)........ 15 
+ p-CMB + Glutathion ...... 121 
4 Frarnstoff immo) «2. a ss 6 
+ ADTA(10uMol) ........ 17 
5 Min. auf 80° erwarmte Ribosomen . 9 


Die Transfer-Reaktion verlauft  er- 
heblich langsamer als die Aminoacylierung 
der L-RNS. Der zeitliche Verlauf bei 37° 
ist in Abb. 4 dargestellt. 

In Gegenwart iiberschiissiger Ribo- 
somen ist der Transfer der Menge der ein- 
gesetzten Aminoacyl-L-RNS proportional. 
Bei Verwendung groBer L-RNS-Mengen 
strebt er mit steigender Ribosomenmenge 
einem Siattigungswert zu. 











~ 
S 
S 





Jmp./Min. —— 


al “ 
S wo 








Abb. 4. Zeitlicher Verlauf des Aminoacyl-Trans- 
fers von Leucyl-[1-!4C]-L-RNS ins Protein von 
E.-coli-Ribosomen. Je Ansatz 1 mg (1500 Imp./ 
10 20 40 Min.) Leucyl-L-RNS, sonst wie bei Tab. 4 an- 
gegeben. 
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Die Reaktion wird durch Ribonuclease und durch alle Eingriffe in 
die Integritat der Ribosomen, wie Entzug von Mg?° durch ADTA, Zusatz 
von Harnstoff, kurzzeitiges Erhitzen auf 80° véllig gehemmt (Tab. 4). 

Der SH-Blocker p-CMB inhibiert ebenfalls vollstaindig. In diesem 
Fall kann die volle Aktivitét durch Zusatz von reduziertem Glutathion 
restituiert werden (s. Tab. 4). 


c) Spezifitat der L-RNS 
x) Uberkreuz-Versuch 

Zur Klaérung der Frage, ob die L-RNS in der Aminoacylierungs- 
reaktion und im Transfer species-spezifisch ist, wurden L-RNS-Pripa- 
rationen aus Z.coli und aus dem Mikrosomen-freien Uberstand von 
Rattenleberhomogenat dargestellt. 

Nucleotidfreie Enzympraparate, die bei Inkubation mit ATP und 
Aminosiure fast keine Markierung zeigen, wurden durch elektro- 
phoretische Abtrennung der L-RNS bei px 6,5 auf Polyvinylchlorid- 
pulver-Blocks sowohl aus Leber-,,pu-5-Enzym“, als auch aus der ,,px-4- 
Fraktion‘‘ von E.coli in der oben geschilderten Weise dargestellt. In 
Tab. 5 sind die Ergebnisse der Aminoacylierungsreaktion wiedergegeben. 
Man sieht, daB Leberenzym nur Leber-L-RNS, Coli-Enzym nur Coli- 
L-RNS aminoacyliert. Eine Uberkreuz-Reaktion findet nicht statt. In 
diesem Fall verliuft die Aminoacylierung also absolut spezifisch. 


Tab. 5. Aminoacylierung von Coli- und Leber-L-RNS mit Coli- und Leber-Enzym. 

Jeder Ansatz enthielt in 1 ml: 35 ~Mol Phosphat, 4 u.Mol Mg”, 2,5 wMol ATP und 

0,1 uMol pu-Leucin-[1-“C]. Enzym: 2 mg nucleotidfreie py-4(Coli)- bzw. pxH-5 
(Leber)-Fraktion, L-RNS: 400 ug. Inkubation: 5 Min. bei 37° und px 7,2. 











Enzym aus ohne L-RNS + te ams 
E. colt Leber 
ROGUES. No Sct ncuia: Besos? 40) ce? oc 15 1255 32 
MOOT He, iio ch ee ast Ts 116 176 1305 








Im Transfer-Versuch vermag sowohl mit markierter Aminosiure 
beladene Leber- als auch Coli-L-RNS nicht nur den Aminoacylrest ins 
Protein der Partikeln der eigenen Species, also Lebermikrosomen bzw. 
Coli-Ribosomen oder -Debris, sondern auch iiber Kreuz in die der anderen 
einzubauen. Hierbei sind weder fiir den Transfer von Coli-L-RNS in 
Lebermikrosomen, noch fiir den von Leber-L-RNS in Coli-Partikeln ATP 
und GTP erforderlich. 


Wie nach diesen Ergebnissen zu erwarten, ist es zwar moglich, in 
den kompletten Einbau-Systemen! (Einbau von Aminosiuren in Leber- 
Mikrosomen- bzw. E. coli-Ribosomen-Protein) ,,pH-5-Enzym ‘gegen pu-4- 
Fraktion, die beide sowohl Enzym als zugehérige L-RNS enthalten, 
auszutauschen, nicht jedoch die L-RNS der eigenen gegen die der fremden 
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Species allein. Diese ist in diesem Fall der Aminoacylierung nicht mehr 


zugianglich (s. Tab. 6). Daraus folgt, da fiir die Transfer-Reaktion cine 


geringere Spezifitaét der L-RNS erforderlich ist als fiir die Amino. | 


acylierungs-Reaktion. 


Tab. 6. Einbau von Leucin-[1-!C] in Debris aus £. coli. 
Debris: 1 mg; L-RNS: je 160 ug; pu-4-Fraktion: 1,1 mg; pq-5-Enzym: 1,9 mg, 
Inkubation: 1 Stde. bei 37°. Sonst wie bei Tab. 5 angegeben. 





; L-RNS aus 
Deb pu-4-Frakt. | pa-5-Enzym . 
mens |B. coli Leber (E. coli) (Leber) | 2™P-/Min. 





+ — — : _ 6 
"4 + ate ms 145 
= 4 _ esta 8 
— _ — 176 
4 — rae 705 
_ 178 
sae sie : rs 230 
— - } 410 

















++4+++4 
| 
+ 
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f) Einwirkung von salpetriger Saure 

Zur Klarung der Frage, wieweit die L-RNS-Nucleotide innerhalb der 
Kette chemisch abgewandelt werden kénnen, ohne daB ein Verlust der 
Aktivitét in°der Aminoacylierungs-Reaktion und im Transfer auftritt, 
wurde die Einwirkung von salpetriger Siure auf L-RNS unter den von 
Schuster und Schramm erarbeiteten Bedingungen studiert?®. Die Ge- 
schwindigkeit der Umwandlung der Amino- in die Hydroxy-Basen ist 
von Schuster und Schramm an L-RNS-Priiparaten aus verschiedenen 
Quellen und an Nucleotiden ermittelt worden. 

Der Verlust der Aminoacylierbarkeit der L-RNS durch Leucin in 
Abhangigkeit von der Einwirkungszeit ist in Abb. 5 dargestellt. Im Fall 
des Leucins wird ein schneller exponentieller Ab- 
fall beobachtet, aus dem sich unter Verwendung 











es der von Schuster und Schramm ermittelten 
| chemischen Umwandlungsrate errechnen 1laBt, 
S daB bereits die Umwandlung eines einzigen 
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Abb. 5. Enzymatische Aminoacylierung von £.-coli-L- 
RNS mit Leucin in Abhangigkeit von der Einwirkungs- 














poo. zeit von HNO, auf L-RNS. o und «: zwei Parallel- 
5 10 versuche. Versuchsbedingungen: s. exp. Teil (6c), Test- 
Stdn —— ansatz und Inkubation wie bei Abb. 2. 


2-H Schuster u. G. Schramm, Z. Naturforsch. 18b, 697 ii 
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Fir Tyrosin und Alanin wurde das gleiche Resultat erzielt. Ganz 


anders verlauft der Versuch fiir die Lysin- und Histidin-Bindungsorte 


der L-RNS, die einen wesentlich geringeren, aus unbekannten Griinden 
nicht stetig verlaufenden Aktivitits-Schwund in der Aminoacylierungs- 
Reaktion zeigen. 

Unter der Voraussetzung etwa gleicher chemischer Empfindlichkeit 
aller Ketten gegeniiber salpetriger Saure lassen sich demnach zwei Gruppen 
von Aminosauren unterscheiden, von denen eine in Ubereinstimmung mit 
dem Resultat des Uberkreuz-Versuchs (s. oben) eine erhebliche Spezifitat 
der L-RNS fiir deren Aminoacylierbarkeit voraussetzt, wahrend die 
zweite, zu der die beiden basischen Aminosauren gehoren, eine geringere 
Spezifitat erfordert. 


Diskussion 


Die physikalische Charakterisierung der L-RNS ergibt, daB es sich 
um eine nach den iiblichen Kriterien der makromolekularen Chemie sehr 
einheitliche Fraktion von Polynucleotidketten annahernd gleicher Ladung 
und gleichen Molekulargewichts handelt. 

Das Resultat der Basenverhiltnis- und Endgruppenbestimmung 
nach Alkalihydrolyse stiitzt diesen SchluB. Die Adenosinendgruppe ist 
fiir Leber-L-RNS bereits von Zamecnik et al.® auf Grund biochemischer 
Versuche postuliert und zur Sequenz Adenylsaure-Cytidylsiure-Cytidyl- 
siure erweitert worden. Zachau, Acs und Lipmann!® haben sie durch 
Ribonuclease-Hydrolyse ermittelt und den Bindungsort des Aminoacyl- 
restes am 2°- bzw. 3’-Hydroxyl des kettenendstindigen Adenosin- 
restes lokalisiert. Berg und Mitarbeiter kamen auf aihnliche Weise an 
L-RNS aus £. coli zum gleichen Ergebnis'®. Sowohl die Adenosinend- 
gruppe als auch die am anderen Kettenende befindliche Guanosin-3’.5’- 
diphosphat-Endgruppe sind trotz der Existenz verschiedener Bindungs- 
orte fiir verschiedene Aminosiuren in allen Ketten die gleichen. 


Pseudo-Uridin und die neuerdings verbreitet in Ribonucleinsiure, 
besonders in L-RNS-Praparaten aufgefundenen methylierten Purine und 
Pyrimidine”! sind in dieser Analyse nicht gesondert beriicksichtigt, da 
die entsprechenden Nucleotide bei der elektrophoretischen Trennung von 
den bekannten Nucleotiden nicht abgetrennt werden. 

Sowohl die Mol.-Verhaltnisse von Adenylsiure zu Uridylsiure und 
Guanylsiure zu Cytidylsdiure, die annihernd gleich 1 sind, als auch das 
1:2-Verhaltnis von chemisch ermittelter Kettenlinge und mit physi- 
kalischen Methoden bestimmtem Molekulargewicht lassen sich durch die 
Hypothese deuten, daB die L-RNS zweistringig ist. Fiir die Annahme 
einer besonderen Struktur der L-RNS spricht auch der Befund, daB eine 
Phosphodiesterase aus £.-coli-Ribosomen™’, die Ribonucleinsiuren aus 


21 D. B. Dunn, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 84, 286 [1959]. 
22 D. Elson, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 27, 216 [1958]. 
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verschiedenen Quellen und Oligonucleotide hydrolysiert, L-RNS nicht 
spaltet*. 

Unter den bei der biochemischen Charakterisierung der L-RNS er. 
zielten Resultaten ist der Befund, da ein stéchiometrisches Verhiltnis 
zwischen Enzymmenge und dem aminoacylierbaren Anteil iiberschiissiger 
L-RNS besteht, bemerkenswert. Das Enzym ist also als Reaktionspartner 
an der Aminoacylierung beteiligt. Das Produkt ist wahrscheinlich ein 
Komplex aus Aminoacyl-L-RNS und Enzym. Fiir die Existenz derartiger 
Komplexe in Lésung spricht auch der Befund, daB das L-RNS-freie 
Protein bei px 4,5 nur in Gegenwart von L-RNS bzw. anderen Poly. 
anionen gefallt werden kann. 

Fir die Transfer-Reaktion von markierter Aminoacyl-L-RNS ins 
Protein der Ribosomen werden im zellfreien System aus LZ. coli im Gegen- 
satz zu den Befunden anderer Autoren an anderen Systemen® weder ATP 
noch GTP noch Faktoren bzw. Enzyme aus dem Uberstand benitigt. 
Die gewaschenen bzw. dialysierten Ribosomen miissen demnach alle fiir 
den Transfer notwendigen Faktoren und Enzyme enthalten. Die Inte- 
gritait der Partikeln ist Voraussetzung fiir die Reaktion. SH-Gruppen 
sind beteiligt, obwohl zumindest die Hauptmenge des Proteins der 
Ribosomen kein Cystein enthilt. 

Aus ‘den Uberkreuz-Versuchen mit Coli- und Leber-L-RNS und 
-Enzymen einerseits und aminoacylierter Coli- und Leber-L-RNS und 
Ribosomen aus £. coli bzw. Mikrosomen aus Leber andererseits geht 
hervor, da8 fiir die Aminoacylierung eine héhere Spezifitat der L-RNS 
aufzuwenden ist als fiir die Transfer-Reaktion. 

Bei Einwirkung von salpetriger Siure auf die L-RNS wird die 
enzymatische Aminoacylierung mit Leucin bereits bei Umwandlung 
durchschnittlich einer Base je Molekiil unterbunden. Wie der Nachweis, 
daB das Enzym Reaktionspartner ist, stiitzen auch diese Befunde die 
Hypothese einer sehr spezifischen sterischen Beziehung zwischen Enzym 
und L-RNS. Fiir den Transfer hingegen reicht vielleicht eine Teilsequenz 
der Kette aus. 

Ohne die stets verstandnisvolle Férderung durch Herrn Professor Butenandt 
ware diese Arbeit nicht méglich gewesen. Dem Direktor der Bundesforschungs- 
anstalt fiir Milchwirtschaft, Herrn Professor Lemke, danken wir fiir die bereit- 


willige Uberlassung groBerer Bakterienmengen. Fraulein M. Albers, Fraulein 
A. Benzinger und Herrn P. Palm danken wir fiir zuverlassige technische Mithilfe. 


Beschreibung der Versuche 
1. Darstellung der L-RNS 
E.-coli-Bakterien wurden iiber Nacht in Pepton-Fleischextrakt-Vollmedium 


unter Beliiftung geziichtet und in einer kontinuierlichen Padberg-Zentrifuge ge- 
erntet, zweimal mit 0,035m Phosphat-Puffer vom pq 7,0, enthaltend 4 - 10-8m Mg”, 


* Anm. b. d. Korr.: Die ribosomale Phosphodiesterase spaltet Oligo- und 
Polynucleotide unter successiver Ablésung cyclischer Mononucleosidphosphate, 
die als Umphosphorylierungsprodukte vom 5’-Hydroxyl des vorletzten zum 
2’-(oder 5’- ?)Hydroxyl des endstandigen Nucleotids aufzufassen sind, also in 
umgekehrter Richtung als Schlangengift-Phosphodiesterase. 
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gewaschen, im gleichen Puffer suspendiert und in der bereits beschriebenen Weise? 
homogenisiert. Das Homogenat wurde differentiell ultrazentrifugiert, der DNS- und 
Ribosomen-freie 14-Stdn.-Uberstand! (30 000 U./Min., Rotor 30 der Spinco-Modell- 
L-Zentrifuge) wurde durch Zusatz von 5proz. Essigsiure auf py 4,5 gebracht. Das 
Sediment, die ,,pH-4-Fraktion‘‘, wurde in Puffer vom py 7,0 gelést und in der Kalte 
mit 1 Vol. 80proz. Phenols 10 Min. lang geschiittelt. Die durch Zentrifugation 
abgetrennte waBr. Phase wurde nochmals mit Phenol gewaschen, durch dreimalige 
Extraktion mit Ather von geléstem Phenol befreit und scharf zentrifugiert. Die im 
klaren Uberstand geliste L-RNS wurde durch Zusatz von 0,1n HCl bei px 2,0 
gefallt, 2mal mit Athanol und 2mal mit Ather gewaschen und als Trockenpulver 
bei —-30° aufbewahrt. j 

Die L-RNS kann auch durch mehrstdg. Elektrophorese auf Polyvinylchlorid- 
pulver-Blocks bei 20 V/cm im angegebenen, 4fach verdiinnten Puffer vollstandig 
vom Protein der pq-4-Fraktion abgetrennt werden. Die Bande wird durch UV- 
Kontaktphotographie eines Filterpapier-Abklatschs des Blocks lokalisiert, ausge- 
schnitten und eluiert. Die L-RNS wird wie oben mit Salzsaure gefallt, gewaschen 
und getrocknet. 

2. Reinigung der L-RNS 

Zur Entfernung der DNS wurde das Praparat in Puffer vom py 7,0 gelést 
und bei 20° 3 Stdn. lang mit 100 y/ml pankreatischer Desoxyribonuclease inkubiert, 
mit Phenol extrahiert und in der oben beschriebenen Weise mit Saure gefallt, 
gewaschen und getrocknet. 

Eine weitere Reinigung kann auch elektrophoretisch auf Polyvinylchlorid- 
pulver-Blocks erfolgen. Hierbei wandert die L-RNS in Puffern von py 3,0—7,0 bei 
20 V/cm und Tonenstarken von 0,05 u als scharfe Bande anodisch. Die Bande wird 
wie oben beschrieben lokalisiert, eluiert, die L-RNS aus dem Eluat in der iiblichen 
Weise isoliert. 

Als zusitzliche Reinigungsmethode wurde die ITonenaustausch-Chro- 
matographie an Ecteola-Siulen mit einem Gradienten steigender Konzentra- 
tion, beginnend mit 0,1n Ammoniumformiat vom py 7,0 herangezogen. Die L-RNS 
wurde als relativ scharfe Bande eluiert. 


3. Darstellung aminoacylfreier L-RNS 
Die in der angegebenen Weise dargestellte L-RNS enthalt noch einen geringen 
Anteil an gebundenen Aminosauren, die durch Hydrolyse in 0,05m Phosphatpuffer 
bei po 9,0 und 40° in 1 Stde. quantitativ abgespalten werden. Schneller gelingt die 
Entfernung der Aminoacylreste durch Hydroxylaminolyse mit lm Hydroxylamin 
im gleichen Puffer bei py 9,0. Bei py 1,9 werden in 1 Stde. bei 40° etwa 30%, 
bei px 6,5 etwa 50% der Aminosiurereste abgespalten. 


4. Physikalische Charakterisierung der L-RNS 


Die elektrophoretischeund chromatographische Einheitlichkeit 
wurde in der oben beschriebenen Weise festgestellt. 

Die Svedberg-Konstante der L-RNS wurde in der luftgetriebenen ana- 
lytischen Ultrazentrifuge, Modell 1957, der Firma Phywe mit einer Philpot- 
Svensson-Optik mit Phasenkante ermittelt. 

Die Diffusionskonstante wurde in einer Apparatur der Firma Phywe 
(Zusatzgerét zur analytischen Ultrazentrifuge) bestimmt. 


5. Basenverhaltnis und Endgruppenbestimmungen 

Die Alkalihydrolyse der L-RNS wurde 18 Stdn. lang in 0,3n KOH bei 37° 
durchgefihrt. Das Hydrolysat wurde durch Zusatz von HCI1O, auf py 3,2 gebracht. 
Die elektrophoretische Trennung der Hydrolysenprodukte erfolgte in 
einer Hochspannungselektrophorese-Apparatur (Eigenbau) bei 100—160 V/cm auf 
Macherey & Nagel-Papier 2214 ff (fast Untergrund-frei). Die Trennzeit betrug 
30—120 Min. Als Puffer diente 0,05n Ammoniumacetat vom py 3,2. Nach geniigend 
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langer Laufzeit werden alle Nucleotidbanden, am deutlichsten Guanylsaure und 
Adenylsaure, in Nucleosid-2’- und -3’-phosphat-Banden zerlegt. 

Die quantitative Bestimmung von Basenverhialtnis und Endgruppen 
erfolgte nach Lokalisieren und Markieren der Banden auf dem Papier durch Kontakt. 
photographie bei 258 mu und Elution vom Papier (30 Min. mit 0,1n HCl; Zentri- 
fugieren) im Beckman-UV-Spektrophotometer bei 260 bzw. 280 mu (Cytidylsaure), 
Zur Berechnung der Mol.-Verhaltnisse wurden folgende Molar-Extinktionen ver. 
wendet: Adenosin-2’- bzw. -3’-phosphat 14,2 - 10°, Guanosin-2’- bzw. -3’ -phosphat 
11,8 - 108, Uridin-2’- bzw. -3’-phosphat 12,95 - 10°, Cytidin-2’- bzw. -3’-phosphat 
9,86 - 108, Adenosin 14,8 - 10°. 





6. Biochemische Versuche 


a) Aminoacylierungs-Versuche 

Wechselnde Mengen der py-4-Fraktion bzw. von L-RNS und des durch Elektro. 
phorese der pq-4-Fraktion dargestellten L-RNS-freien Proteins (nucleotidfreies En. 
zym, s. 1.) wurden in 0,035m Phosphatpuffer, enthaltend 4- 10-m Mg?®, bei px 7,2 
in Anwesenheit von 2,5 uMol ATP mit 0,1 “Mol Leucin-[1-44C] (280 000 Imp./Min.) 
bzw. anderen Aminoséuren in einem Volumen von 1 ml bei 37° inkubiert. Die 
Inkubation wurde nach 5—15 Min. durch Zusatz von 1 ml Wasser und 2 ml 
0,6m HClO, unter Eiskiihlung abgestoppt, das Sediment wurde abzentrifugiert 
und 3mal mit j je5 ml0,3m HCI1O,, 2 mal mit je 5 ml Athanol und 1 mal mit 5 ml Ather 
gewaschen, bei 37° getrocknet, in 98 proz. Ameisensiure gelést, auf Plattchen auf- 
gebracht und wieder getrocknet. Die Bestimmung der Radioaktivitat erfolgte in 
einem automatischen Gerait der Fa. Tracerlab mit einem TGC-14-Zahlrohr. Die 
Zahlenwerte wurden mit Hilfe einer Selbstabsorptionskurve auf unendlich diinne 
Schichtdicke bezogen. 


b) Transfer-Versuche 

Mit 4C-Aminosaiuren beladene L-RNS wurde aus dem Aminoacylierungs- 
ansatz (s.6a) durch 2malige Extraktion des Proteins mit Phenol, Fallung mit 
0,1n HCl bei px 2,0 und je 2 maliges Waschen mit Athanol und Ather. als trockenes, 
bei —30° haltbares Pulver isoliert. Die meist istdg. Inkubation mit gewaschenen 
Ribosomen aus £.-coli-Homogenaten erfolgte bei 37° in einem Volumen von 1 ml. 
Die Reaktion wurde durch Zusatz von 1 m/ Wasser und 2 ml 10proz. Trichloressig- 
siure abgebrochen, das Sediment 3mal mit je 5 ml 5proz. Trichloressigsaure ge- 
waschen, dann mit 5 ml 5proz. Trichloressigsiure 15 Min. Jang bei 95° behandelt, 
sedimentiert, einmal mit 5 ml heiSem Athanol, 2mal mit je 5 ml Athanol/Chloro- 
form/Ather 2:1:2 und einmal mit 5 mi Ather gewaschen und wie oben (6a) zum 
Zahlen vorbereitet. 


ce) Einwirkung von HNO, auf L-RNS 

50 mg L-RNS wurden in 7,5 mi 0,25m Natriumacetat-Essigsiure-Puffer, ent- 
haltend 1m NaNO,, vom pq 4,1, das im Autotitrator durch Zusatz von 25 proz. 
Essigsiure konstant gehalten wurde, bei 20° inkubiert. Aus Aliquoten, die zu ver- 
schiedenen Zeiten entnommen wurden, wurde die L-RNS bei 0° mit 1 Vol. In HCl 
gefallt, schnell abzentrifugiert, 2mal mit 0,02n HCl, 2mal mit Athanol und einmal 
mit Ather gewaschen. Die trockene L-RNS wurde in 0,035m Phosphatpuffer vom 
pu 7,2, enthaltend 4-10-8m Mg”, aufgelist. Alle Proben wurden nach spektro- 
photometrischer Bestimmung der L-RNS-Konzentration durch entsprechende Ver- 
diinnung auf gleiche Extinktion eingestellt. 

Der biochemische Test wurde mit je 2 mg nucleotidfreiem Enzym und je 
100 zg L-RNS, wie unter 6a beschrieben, durchgefiihrt. 

Die chemische Umwandlung der L-RNS-Basen wurde nach einstdg. Hydrolyse 
von Aliquoten mit In HCl bei 100° durch hochspannungselektrophoretische 
Trennung der Purinbasen und Pyrimidin-Nucleotide verfolgt. 

Der Berechnung wurde, wie bei Schuster und Schramm®®, die Formel 


At = Ay: e-N*t zugrunde gelegt, wobei A, die als Imp./Min. gemessene Aktivitat | 
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mr Zeit 0, At die Aktivitét nach ¢ Minuten Einwirkungszeit von HNO,, « die 
Wahr scheinlichkeit der chemischen Umwandlung eines beliebigen der insgesamt .V 
Nucl otide ist. Die Zeit 1, in der A, auf A,/e abgefallen ist, wurde zu 72 Min., 
x zu 8.5 + 10-5 Mol/Min. ermittelt. Demnach fiihrt die Umwandlung je eines von 
rund 160 Nucleotiden zum Verlust der Aktivitaét des Leucin bindenden Molekiils. 
Das ,.physikalische L-RNS-Molekiil* enthalt rand 120 Nucleotide. Also inaktiviert 
etwa ein Treffer pro Molekiil. 


Zusammenfassung 


1. Das aus der Sedimentationskonstante, 4,68, und der Diffusions- 
konstante, 9,25 - 10-7 em?/Sek., berechnete Teilchengewicht der gerei- 
nigten in Sedimentation und Elektrophorese homogen erscheinenden 
léslichen Ribonucleinsiure (L-RNS) aus £. coli betriagt 35 000. 

2. Das Basenverhiltnis der L-RNS ist von dem der hochmolekularen 
RNS aus Ribosomen signifikant verschieden. Die Mol.-Verhiltnisse von 
Adenylsiure zu Uridylsiure und Guanylsiure zu Cytidylsiiure sind nahe- 
zu 1. Als einzige Endgruppen wurden Adenosin am einen und Guanosin- 
3'.5’-diphosphat am anderen Kettenende gefunden. Die Kettenlinge be- 
trigt rund 62 Nucleotide. Das chemische Molekulargewicht ist 18 500. 

3. Die enzymatische Aminoacylierung der L-RNS erfolgt unter 
stéchiometrischer Beteiligung des Enzyms. 

4. Der Transfer des Aminoacylrests von Aminoacyl-L-RNS ins 
Protein von Ribosomen erfolgt auch in Abwesenheit von ATP und GTP 
und von léslichen Enzymen bzw. Faktoren aus dem Uberstand. Er wird 
durch Eingriffe in die Integritit der Ribosomen (Athylendiamino-tetra- 
essigsiure, Harnstoff, Wiirmeeinwirkung) und durch p-Chlormercuri- 
benzoat gehemmt. 

5. L-RNS aus £. coli wird von Enzym aus Leber, L-RNS aus Leber 
von Enzym aus £. coli nicht aminoacyliert. Der Transfer des Amino- 
siurerestes von Aminoacyl-L-RNS ins Protein der Ribosomen bzw. 
Mikrosomen erfolgt jedoch auch iiber Kreuz in Partikeln der anderen 
Species. 

6. Durch Einwirkung von HNO, wird die L-RNS bereits nach Um- 
wandlung durchschnittlich eines Nucleotids je Molekiil in der enzy- 
matischen Aminoacylierungs-Reaktion mit Leucin inaktiv. 


Summary 


1. Using the sedimentation constant, +.6s, and the diffusion con- 
stant, 9.25 10-7 cm? sec.-!, a particle weight of 35,000 has been calcu- 
lated for a soluble RNA fraction (s-RNA) from E. coli, which appears 
to be homogeneous in sedimentation and electrophoresis. 

2. The ratio of purines and pyrimidines is significantly different 
from that of high molecular weight RNA from ribosomes. The molar 
ratios of adenylic: uridylic and guanylic: cytidylic acids are nearly unity. 
Adenosine and guanosine-3’,5’-diphosphate were the only endgroups 
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found: one at each end of the chain. The chain length is approximat »ly 
62 nucleotides. The chemical molecular weight is 18,500. 

3. Inthe enzymatic aminoacylation of s-RNA the enzyme is invol ed 
stoichiometrically. 

4. The transfer of aminoacyl residues from aminoacyl-s-RNA ivito 
the protein of ribosomes proceeds without participation of ATP or GIP 
or soluble enzymes and factors from the supernatant. It is inhibited by 
interference with the integrity of ribosomes (ethylendiaminotetraacetate, 
urea, action of heat) and by p-chloromercuribenzoate. 

5. s-RNA from £. coli is not aminoacylated by the enzyme from 
liver, and s-RNA from liver is not aminoacylated by the enzyme from 
E. coli. The transfer of amino acids from aminoacyl-s-RNA into the 
protein of ribosomes or microsomes, however, takes place equally well into 
particles of the other species. 

6. By the action of HNOg,, s-RNA is inactivated in the enzymaiic 
aminoacylation reaction with leucine, when, on an average, one nucleotide 
per molecule has been transformed. 


Dr. W. Zillig, Max-Planck- Institut fiir Biochemie, Miinchen 15, Goethestr. 31. 
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Kreuzungsverfahren bei der Papierelektrophorese 


Von 
S. Nakamura, K. Takeo, K. Tanaka und T. Ueta 
Aus dem Institut fiir Medizinische Chemie, Yamaguchi Medizinische Hochschule, Ube, Japan 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12, August 1958) 


Herrn Professor Dr. Karl Thomas zu seinem 75. Geburtstag gewidmet 


Zum Nachweis lockerer Additionsverbindungen haben GraBmann 
und Hiibner! ihr kontinuierliches Verfahren? der Papierelektrophorese 
benutzt. Nach einer vorliufigen Mitteilung? haben wir diese Methode 
insofern wesentlich vereinfacht, als die gewohnliche Papierelektrophorese 
(also kein Ablenkungsverfahren) verwendet werden kann. 

GraBmann und Hiibner verfahren im Prinzip wie folgt: Man laBt die auf 
Additionsverbindungen zu untersuchenden Substanzen auf das hangende Papier 
an zwei verschiedenen Punkten kontinuierlich einstrémen. Die beiden Stoffe flieBen 
mit der Pufferlésung infolge der Gravitation abwarts und bewegen sich wegen des 
angelegten elektrischen Feldes waagrecht, eventueli gegeneinander. Falls sich ihre 
Wanderungswege treffen und wenn ein Additionskomplex gebildet wird, bleibt die 
Kreuzung nicht mehr punktfoérmig, sondern der Komplex flieBt in Form eines 
Striches abwarts, weil seine Wanderungsrichtung zwischen der seiner beiden 
Komponenten liegt, in die er schlieBlich wieder aufgespalten wird. Auf diese Weise 
kann man aus der Art des Treffens beider Stoffe das Entstehen lockerer Additions- 
verbindungen nachweisen. 

GraBmann und Hiibner konnten durch ihr Verfahren das Ent- 
stehen eines Additionskomplexes von Methylenblau und Orange II nach- 
weisen und prophezeiten, daB es auch zum Nachweis von Enzym-Substrat- 
Verbindungen sowie von Antigen-Antikérper- Komplexen u.a.angewendet 
werden kénnte. 

Die im Prinzip sehr gute Methode ist in der Ausfiihrung mit einigen 
wesentlichen Schwierigkeiten behaftet: Die Wanderungswege der Stoffe 
und den Ablenkungswinkel der Additionsverbindung kann man von vorn- 

herein nicht sicher bestimmen. Besonders wenn beide Substanzen in 
gleiche Richtung wandern, ist es schwierig, da sie sich iiberhaupt treffen. 
AuBerdem ist die Ausfiihrung ziemlich umstindlich. Derartige Schwierig- 
keiten bestehen bei dem hier vorgeschlagenen Kreuzungsverfahren nicht. 


1 W. GraBmann u. L. Hiibner, Naturwissenschaften 40, 272 [1953]; Leder 
5, 49 [1954]. 

2 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 292, 32 [1953]. 

38. Nakamurau. T. Ueta, Nature [London] 182, 875 [1958]; Naturwissen- 
schaften 45, 569 [1958]. 
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Prinzip des Verfahrens 
1. Eindimensionale Kreuzungs-Papierelektrophorese 


Die Kreuzung der beiden zu untersuchenden Substanzen geschi: ht 
dadurch, daB man bei der gewéhnlichen Papierelektrophorese die Si b- 
stanzen auf dem Papier als zwei zueinander quer gelegene oder schon 
gekreuzte Streifen auftriigt, die meist schriig zur Richtung deselektrisch en 
Feldes liegen (Abb. 1). Die Winkel zwischen beiden bleiben auch bei «er 
elektrophoretischen Wanderung erhal- 
ten. Daher kreuzen sich die wandein- 
: ¢ den Streifen irgendwo im Verlauf cer 
Elektrophorese, wenn sie verschie- 
dene elektrophoretische Wanderungs- 
geschwindigkeiten aufweisen. Das End- 
ergebnis gleicht dem beim Verfahren 
von GraBmann und Hiibner. Nur 
sind die bewegenden Krafte dort in 
senkrechter Richtung die Gravitation 
und in waagrechter das_ elektrische 
Feld, hier ist es aber nur das letztere. 


; ; a Die Wanderungslinien bilden sich dort 
‘7 durch kontinuierliches Einstrémen der 

in 6) Stoffe und durch Ablenkung _ ihrer 

/ % Wanderungsrichtungen. Hier sind die 


Stoffe von Anfang an strichférmig auf 
a das Papier aufgebracht. Hier kreuzen 
Abb. 1. Schematische Darstellung sie sich wegen des Unterschiedes ihrer 
der elektrophoretischen Kreuzung \Wanderungsgeschwindigkeiten und ih- 
zweier Stoffe durch a) Ablenkung ts : A 
der Wanderungsrichtung! undb) Ver- ™T geometrischen Lage zueinander, in- 
schiebung der Lage als Ganzes. dem die Streifen als Ganzes parallel 
verschoben werden. Abb.1 veranschau- 
licht den Unterschied der beiden Verfahren. Bei der hier beschriebenen 
Methode wird das Stoffpaar auf die vorgezeichneten Streifen auf- 
gebracht. Am Schlu8 der Elektrophorese werden sie zu den punktierten 
Lagen gewandert sein. Die relativ unterschiedliche Bewegung _beider 
Stoffe hat bewirkt, daB sie sich auf ihrem Wege schon am oberen Ende 
gekreuzt haben. Unser Verfahren ist also wesentlich einfacher als das 
von GraBmann und Hiibner. Es lassen sich leicht auch Stoffe zur 
Reaktion bringen, die in gleicher Richtung wandern, und man kann die 
Kreuzungswinkel beliebig vorherbestimmen. 


























2. Zweidimensionale Kreuzungs-Papierelektrophorese 


Das eindimensionale Kreuzungsverfahren geniigt nicht immer, zu- 
mal bei einem Gemisch, das durch die Elektrophorese in seine Kompo- 
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nenten aufgespalten wird. Dann bewihrt sich eine zweidimensionale 
Pap.erelektrophorese*. 

Man skizziert auf einem Filtrierpapierbogen (30 x 30 cm) den voraus- 
sichtlichen Verlauf der Elektrophorese entsprechend Abb. 2. Auf der 
Linie AB wird z. B. Rinderserum und an den Punkten m und n eine Spur 
Bromphenolblau aufgebracht. Nachdem das Serumalbumin in Richtung 1 
bis zur Linie A’B’ gewandert ist, welche durch das daran gebundene 
Bromphenolblau sichtbar wird, triigt man auf der Linie XY das homologe 
Kaninchen-Antiserum auf. Jetzt liBt man die Stoffe in Richtung 2 
wandern bis das Serumalbumin des Kaninchen-Antiserums die Linie X’Y’ 
erreicht hat. Dadurch kreuzen sich die Komponentenproteine beider 
Seren oberhalb der Linie XY gitterartig. 





Abb. 2. Beispiel fiir die zweidimensio- eS ae 
nale Kreuzungselektrophorese. AB Z Be \ 
Auftragslinie fiir Rinderserum; A’B’ = - a 

Lage des Serumalbumins nach Elektro- SEA - A_\), 
phorese in Richtung 1; dann wird auf ee. 

XY das homologe Kaninchenantiserum r er 
aufgetragen. A’’B’’ und X’Y’ = Lage ee 
der entsprechenden Albuminfraktionen we 


nach Elektrophorese in Richtung 2. 2 Pl 
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Zweidimensional papierelektrophoretisch wurde schon von ver- 
schiedenen Autoren*® gearbeitet; die Methode hat sich jedoch nicht 
eingebiirgert. Man kann mit ihr die Stoffe nimlich nicht besser charak- 
terisieren als mit dem eindimensionalen Verfahren, weil px und Ionen- 
stiirke der Pufferlésung, welche die Wanderungsgeschwindigkeit jedes 
einzelnen Stoffes beeinflussen, nur in engen Grenzen verindert werden 
kénnen. Die zweidimensionale Methode ist jedoch sehr geeignet, wenn 
es sich darum handelt, verschiedene Stoffe elektrophoretisch zusammen- 

treffen und miteinander reagieren zu lassen. 


4 E. L. Durrum, J. Amer. chem. Soc. 78, 4875 [1951]; J. Colloid Sci. 6, 274 
[1951]; A Manual of Paper Chromatography and Paper Electrophoresis (Ed. 
R. J. Block, E. L. Durrumu. G. Zweig), 8. 331, Academic Press, New York 1955. 

5 H.G. Kunkelu. A. Tiselius, J. gen. Physiol. 35, 89 [1951]; H. H. Strain, 
Analytic. Chem. 24, 365 [1952]; T. H. Mead, Biochem. J. 59, 534 [1955]; Z. Pucar 
u. M. Tetek, diese Z. 308, 241 [1957]. 

* Ks scheint iiblich, da8 unter zweidimensionaler Papierelektrophorese nur die- 
jenige verstanden wird‘, bei der die Elektrophorese in zwei rechtwinklig zueinander 
liegenden Richtungen zweimal nacheinander durchgefiihrt wird; auch bei dem 
kontinuierlichen Verfahren von Gra8mann und Hiibner wandern die Stoffe in 
zwei Richtungen, aber unter dem EinfluB zweier verschiedener Krafte, also nicht in 
dem bei der Papierchromatographie iiblichen Sinne ,,zweidimensional™. 
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Hier sei noch angemerkt, da das Kreuzungsverfahren nicht nur bei 
der Papierelektrophorese, sondern auch bei der Papierchromatogra, aie 
angewandt werden kann. 


Beispiele 
1. Additionsverbindungen von Farbstoffen 


Zur Demonstration der Méglichkeiten, die das Verfahren bie et, 
eignet sich der Nachweis einer lockeren Additionsverbindung von Farb- 
stoffen am besten. Abb. 3 zeigt — nach Ablauf der Elektrophorese —, 


Abb. 3. Kreuzung von Farbstoffen im 
elektrischen Feld. a) Eosin (wasserléslich) 


" (EO) und Bromphenolblau (BPB). b) Me- 
thylenblau (MB) und BPB. Die Auftrag- 
linien sind mit den Abkiirzungen bezeich- 

b) net. Farbstoff-Lésungen 0,3proz.; [0 


und MB, je 101/8,5em; BPB, 5yl/8,5cm. 
200 V, 5,0 mA, 120 Min. Veronalpuffer, 
pu 8,6 und Tonenstiarke « = 0,05. 





wie sich die Linien von Eosin und Bromphenolblau, die anfangs auf Linie 
EO bzw. BPB aufgebracht worden waren, in einfacher Weise gekreuzt 
haben. Dagegen verliuft die Kreuzung der Linien von Methylenblau (MB) 
und Bromphenolblau (BPB) nicht einfach, sondern in Form eines Knicks. 
Besonders das BPB zeigt einen sesself6rmigen Knick und eine dunkel 
gefirbte Linie in der Kreuzungszone. Das ist verstindlich, weil eine 
Additionsverbindung durch das Zusammentreffen vom MB und BPB 
entsteht und sich zum Teil auf dem Papier niederschligt, um spiter wieder 
durch das elektrische Feld in die Komponenten aufgespalten zu werden. 


2. Wechselwirkung zwischen Farbstoff und Proteinen 


Diese ist mehrfach studiert worden®, und zwar besonders in zwei 
Richtungen: einmal rein protein-chemisch, um die physikalisch-che- 
mischen Eigenschaften der EiweiBstoffe zu bestimmen und andererseits, 
um das Verhalten cancerogener Farbstoffe gegen Proteine zu studieren. 
Die Kreuzungs-Papierelektrophorese gestattet bis jetzt nur eine quali- 
tative Auswertung, aber sie veranschaulicht sehr gut die Bereitschaft 
zweier Stoffe, miteinander zu reagieren. 

6 I. M. Klotz, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol. 14, 97 [1950]; 
J.M. Luck, ebenda 14, 127 [1950]; I. M. Klotz, E. W. Gelewitz u. J.M. 
Urquhart, J. Amer. chem. Soc. 74, 209 [1952]; W. Oppermann u. H. Ott, 
diese Z. 308, 43 [1957]; R. K. Burkhard, R. Bauer u. R. M. Grossman, J. 
Amer. chem. Soc. 79, 3209 [1957]. 
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in Abb. 4a wurde Ovalbumin auf der waagrechten und Bromkresol- 
grii: (BKG) auf der schragen Startlinie aufgetragen. Die beiden Sub- 
stanzen haben sich wihrend ihrer Wanderung im elektrischen Feld nicht 
beeinfluBt. Abb. 4 b zeigt die Kreuzung von Rinderserum mit Bromkresol- 
griin (BKG). Die Linie von BKG ist vorne geknickt ; daraus ist zu ersehen, 
daB der Farbstoff mit der Albuminfraktion des Serums reagiert hat. 


Abb. 4. Wechselwirkung zwischen Farb- i 
stoff und Eiwei8. a) Ovalbumin und Brom- ey 
kresolgrin (BKG). Schrag, 2 ul 1proz. 
Bromkresolgriin-Lésung/em und waagrecht 
5 pl 5proz. Ovalbumin-Lésung/cm. Vero- 
nalpuffer, pH 8,6, u = 0,05. 250 V, 4 mA, 
5 Stdn.; Eiwei8 mit Ninhydrin gefarbt. 
b) Rinderserum und Bromkresolgriin. Be- 
dingungen wie bei a. 





3. Additionsverbindungen von Hefenucleinsiure 
mit EiweiBstoffen 


Die Nucleinsiiuren kommen in den Zellen als Nucleoproteide vor, 
die man sich meist als polare Verbindungen zwischen den ersteren und 
ihren Proteinen vorstellt’?. Es ist daher nicht verwunderlich, da Nuclein- 
siuren auch mit solchen Proteinen, die nicht als Nucleoproteid mit ihnen 
vorkommen und als solche isoliert werden, Additionskomplexe bilden’~°. 
Aber die Bindung zwischen beiden ist nicht fest genug, um eine Stéchio- 
metrie bestehen zu lassen; sie ist vom px und der Salzkonzentration der 
Lésung abhiingig. Man kann eher von einer Wechselwirkung zwischen 
Nucleinsiuren und Proteinen als von bestimmten Additionsverbindungen 
sprechen. Die Wechselwirkung scheint um so fester zu sein, je positiver 
das beteiligte Protein geladen ist. DaB die Proteinanteile der Nucleo- 
proteide, Histone und Protamine, basisch sind, ist gut bekannt. Wie 
Abb. 5a zeigt, besteht bei px 5,0 und Ionenstirke 0,05 nur eine geringe 
Wechselwirkung zwischen der Hefenucleinsiure und Ovalbumin, obwohl 


7 J.P. Greenstein, Advances Protein Chem. 1, 210 [1944]; E. Chargaff 
in E. Chargaff u. J.N. Davidson, The Nucleic Acids, Vol. I, 8S. 307, Academic 
Press, New York 1955. 

8 L. G. Longsworth u. D. A. MacInnes, J. gen. Physiol. 25, 507 [1942]. 

9 B. Magasanik in E. Chargaff u. J. N. Davidson, The Nucleic Acids, 
Vol. I, S. 379, Academic Press, New York 1955; R. Markham u. J. D. Smith in 
H. Neurath u. K. Bailey, The Proteins, Voi. IT, 8. 35, Academic Press, New York 
1954; K. Suzukiu. I. Watanabe, J. chem. Soc. Japan, pure Chem. Sect. [Nippon- 
Kagaku-Zassi |] 73, 825 [1952]; 74, 689 [1953]; K. Suzuki, ebenda 77, 1098 [1956]; 
P. Alexander, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 10, 595 [1953]; C. F. 
Crampton, R. Lipshitz u. E. Chargaff, J. biol. Chemistry 211, 125 [1954]; 
Y. Kawade, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 26, 61 [1957]. 
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mit dem Verfahren von Tiselius bei den wandernden Fronten ein Kom} ex 
aus ihnen beobachtet worden ist®. Mit Serumproteinen bildet dage en 
Hefenucleinsiiure wahrscheinlich Komplexe (Abb. 5b). Trypsin tnd 
Chymotrypsin sind mit ihren isoelektrischen Punkten!® von 10,4 baw. 3,] 
als basische EiweiBstoffe aufzufassen. Wie Abb. 5¢ und d zeigen, binc en 


(+) 
a) 





Abb. 5. Bildung der Additionsverbindungen von Hefenucleinsaéure (RNS) mit Pro- 

teinen. Acetatpuffer, py 5,0, « = 0,05. 2 ul 2 proz. Hefenucleinséure-Lésung/em auf 

der Kathodenseite, und auf der Anodenseite ungefahr 3 ul von Rinderserum oder 

5proz. Lésungen folgender Proteine/em aufgebracht. a) Ovalbumin. 200 V, 2,7 mA, 

95 Min. Mit Viktoriablau und Bromphenolblau gefarbt. b) Rinderserum, sonst wie a. 

c) Chymotrypsin, mit Amidoschwarz 10 B gefarbt, sonst wie a. d) Trypsin, sonst 
wie c. e) Mugilin 6. 200 V, 2 mA, 120 Min. sonst wie a. 


sie Nucleinsiiure zu einem Komplex, der im Verlauf der Elektrophorese 
wieder in seine Komponenten aufgespalten wird. SchlieBlich ist die 
Bindung von Mugilin 611, einem Protamin aus Fischsperma, welches mit 
seinem isoelektrischen Punkt von ungefiihr py 12 von den untersuchten 
Proteinen am stirksten basisch ist, an der Nucleinsiure am festesten, 
wie das Bestehenbleiben des entstandenen Komplexes anzeigt (Abb. 5e). 
Es scheint also, daB die Wechselwirkung zwischen Nucleinsiiure und 
EiweiB hauptsichlich von der positiven Ladung des letzteren abhingt 
und um so stiirker ist, je positiver dieses ist. Aber es ist noch nichts 
dariiber ausgesagt, ob dabei eine Stéchiometrie gewahrt ist oder ob es 
sich nur um eine unspezifische Bindung handelt. 


10 N. M. Green u. H. Neurath in H. Neurath u. K. Bailey, The Proteins, 
Vol. IT, S. 1057, Academic Press, New York 1954. 
1 R. Hirohata, J. Biochemistry [Tokyo] 10, 251 [1929]; 25, 519 [1937]. 
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4. Die Enzym-Substrat-Verbindung 


Kine solche wurde von Michaelis und Menten” ihrer Theorie der 
Kinetik der Enzymwirkung zugrunde gelegt. Zahlreiche experimentelle 
Daten in der Kinetik verschiedener Enzyme stimmen mit dieser Voraus- 
setzung iiberein. Aber unmittelbar demonstriert konnten die inter- 
mediiren Verbindungen bisher nur bei ganz wenigen Enzymen’ werden. 
Mit der einzigen Ausnahme bei Desoxyribonuclease™ sind alle Komplexe 
nur spektroskopisch nachgewiesen worden, weil sie zu unbestindig sind, 
um als solche isoliert werden zu kénnen. 

GraBmann und Hiibner! wiesen schon auf eine mégliche An- 
wendung der Kreuzungselektrophorese auf dieses Problem hin. Unser 
Verfahren gestattet nun auch den Nachweis einer Enzym-Substrat-Ver- 
bindung auf dem Papier. 


Abb. 6a. Kreuzung von Chymotrypsin ok 
und Casein. 0,02 ml/10 em 1 proz. Chymo- b~ 
trypsin-Lésung wurde auf der Linie CTL 
und 0,06 ml1/8 cm 5proz. Casein-Lésung 
auf der Linie CL aufgebracht. Elektre- 
phorese 15 Min. bei 600 V, 100 mA in | 
Phosphatpuffer, px 6,0, u = 0,05. Nach 

der Elektrophorese wurde das Papier 

ohne Trocknung sofort mit Bromphenol- 


blau gefarbt. Filtrierpapier, Whatman a fm 
Nr. 1. 
ao ‘s 


In dem Versuch der Abb. 6a wurde Casein parallel zur Feldrichtung 
und Chymotrypsin senkrecht dazu aufgetragen. Chymotrypsin wandert 
bei pu 6,0 zur Kathode, Casein zur Anode. Wie ersichtlich, weist die 
Casein-Linie nach der Elektrophorese an der Kreuzung eine Vertiefung 
auf. Sie beruht teils auf Spaltung, aber teils sicherlich auf der Komplex- 
bildung, weil der untere Rand aus der Casein-Zone hervorragt, und die 
Kontinuitit der Linie von Casein erhalten bleibt. Es wurde auch be- 
obachtet, daB das unterste Ende der Vertiefung beim Erwiirmen abge- 
schwiicht wurde. So kann man sagen, da} das Casein selbst, nicht nur seine 
Spaltprodukte, an das Chymotrypsin gebunden ist. 








12 L, Michaelis u. M. L. Menten, Biochem. Z. 49, 433 [1913]. 
13 K.G. Stern, J. biol. Chemistry 114, 473 [1936]; D. Keilin u. T. Mann, 
Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 122, 119 [1937]; H. Theorell, Enzymologia 
[Den Haag] 10, 250 [1941]; B. Chance in D. E. Green, Currents in Biochemical 
Research, S. 308, Interscience Publishers Inc., New York 1956. 

4 V.S. Shapot, Biochimia 17, 299 [1952], zitiert nach Chem. Abst. 46, 10238 b 
[1952]. 
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Sicher wird bei diesen Versuchen wahrend der Elektrophorese auch _ ine 
Spaltung des Substrats stattfinden, so da sich im Gegensatz zu den vorhe: be- 
schriebenen einfachen Additionsverbindungen hier auch Komplexe des Enzyms mit 
den Reaktionsprodukten auf dem Papier befinden. Aber partielle Spaltprodukte von 
hoher Teilchengr6éBe sind vom Casein selbst nicht zu unterscheiden, da dieses n cht 
homogen ist. AuBerdem stellen die Spaltprodukte selbst auch ein Substrat des 
Chymotrypsins dar, solange sie weiter verdaut werden. 

















Cr 
\ 
{ + 
Be 
Ovl 
Abb. 6b. Abb. 6c. Abb. 6d. 


Abb. 6b. Kreuzyng von Chymotrypsin und Ovalbumin. 0,02 ml/10 em 2proz. 
Chymotrypsin-Lésung wurde auf der Linie CTL und 0,02 ml/8 em 5 proz. Ovalbumin- 
Lésung auf der Linie OvL aufgebracht. Elektrophorese 150 Min. bei 200 V, 5 mA, 
Phosphatpuffer, px 7,0, «4 = 0,05. Bei 110° getrocknet. Sonst wie bei Abb. 6a. 


Abb. 6c. Kreuzung von Trypsin und Ovalbumin. 0,04 ml/10 em 2proz. Trypsin- 

Losung auf der Linie TL und 0,01 m//8 cm 5proz. Ovalbumin-Lésung auf der 

Linie OvL aufgebracht. Nach der Elektrophorese bei 200 V, 5 mA, wurde das Papier 
bei 110° getrocknet. Sonst wie bei Abb. 6a. 


Abb. 6d. Kreuzung von Ribonuclease und Hefenucleinsaure. 0,02 ml/10 cm einer 

2 proz. Ribonuclease-Lésung wurde auf der Linie RL und 0,02 ml/7 em einer 10 proz. 

Hefenucleinsaure-Lésung auf der Linie HL aufgebracht. Elektrophorese 20 Min. 

bei 600 V und 3,5 A, Acetatpuffer, py 4,0. Nach der Elektrophorese wurde das 
Papier sofort mit Viktoriablau gefarbt. 


Abb. 6b zeigt die Kreuzung von Chymotrypsin mit Ovalbumin. Die 
Linie des schwer spaltbaren Ovalbumins zeigt ganz klar eine Vertiefung, 
welche wir als Komplexbildung von Chymotrypsin mit Ovalbumin 
deuten. 

Das gleiche konnte bei Versuchen mit Trypsin gezeigt werden. Abb. 6¢ 
zeigt die Kreuzung des Trypsins mit Ovalbumin, wobei die Linie des 
letzteren eine Vertiefung aufweist. (Das gleiche konnte auch mit Casein 
gezeigt werden.) 

In Abb. 6d wird die elektrophoretische Kreuzung von Ribo- 
nuclease und Hefenucleinsiiure gezeigt. Wie bei Chymotrypsin und 
Trypsin, wurde das Ferment parallel und das Substrat senkrecht zur 
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eleki:ischen Feldrichtung aufgetragen. Bei pu 4,0 wandert die Ribo- 
nucl ase nicht oder sehr langsam zur Kathode, wihrend die Hefenuclein- 
siurs zur Anode wandert. Nach der Elektrophorese zeigt die Hefe- 
nucleinsiiure-Linie eine Vertiefung an der Kreuzungsstelle. Dariiber 
hinaus ist eine deutliche Dunkelfiirbung um die Ribonuclease-Linie er- 
kennbar, welche wahrscheinlich der gebundenen Hefenucleinsiure zuzu- 
schreiben ist, da sie beim Erwirmen des Papiers verschwindet. Wir 
glauben, daB auf diese Weise die Bildung der Enzym-Substrat-Ver- 
bindungen von Chymotrypsin, Trypsin und Ribonuclease einwandfrei 
nachgewiesen werden konnte. 

Weitere Beispiele zum Nachweis von Enzym-Substrat-Komplexen 
und anderer aihnlicher Reaktionen sollen spiter veréffentlicht werden. 


5. Der Trypsin-Inhibitor-Komplex 


Der Nachweis eines Komplexes zwischen Trypsin-Inhibitor und 
Trypsin stellt heute kein wesentliches Problem mehr dar, weil sowohl 
Inhibitoren aus verschiedenen Quellen als auch ihre Komplexe mit 
dem Enzym kristallisiert erhalten und ausfiihrlich untersucht worden 
sind! 15,16. Auch unser Kreuzungsverfahren ist hier dienlich, vielleicht 
fiihrt es sogar weiter und liBt bei dem einfachen Test Fragen wie die 
Natur der Haftstellen beider Stoffe beantworten. 

Unser Inhibitor wurde nach Kunitz!® aus Sojabohnen hergestellt, 
er war nicht kristallisiert und enthielt zwei elektrophoretisch unter- 
scheidbare Komponenten (Abb. 7). Die zweidimensionale Elektrophorese 
zeigt die Verhiltnisse genauer. Nach Ablauf der ersten Elektrophorese 
wurde das Trypsin auf der mit Tr bezeichneten Linie aufgebracht und 
der Strom nach Richtung 2 umgeschaltet. Jetzt wanderte der Inhibitor 
nach Richtung 2 und das Trypsin entgegengesetzt. Der bei Beginn der 
zweiten Elektrophorese oberhalb der Trypsinauftragslinie befindliche An- 
teil der beiden Inhibitorkomponenten ist nicht mit dem Enzym in Be- 
riihrung gekommen und deshalb ohne Verzégerung kathodenwiirts ge- 
wandert. Die Front des Trypsins wird je nach Konzentration des In- 
hibitors zuriickgehalten und entspricht dem Retentionsdiagramm von 
Th. Wieland!’?. Wir nennen die entstehende Kurve ,,Kreuzungsdia- 
gramm“* (unterer Rand der dunklen Zone). Méglicherweise ist die eine 
der beiden Komponenten kein Inhibitor, sondern ein Substrat des Tryp- 
1 J.H. Northrop, M. Kunitz u. R. M. Herriott, Crystalline Enzymes, 
Columbia Univ. Press, New York 1955. 

16 L.A. Kazal, D.S.Spicer u. R. A. Brahinsky, J. Amer. chem. Soc. 
70, 3034 [1948]; M. Laskowski u. M. Laskowski jr., J. biol. Chemistry 190, 
563 [1951]; Advances Protein Chem. 9, 203 [1954]; M. Laskowski jr., P. H. Mars 
u. M. Laskowski, J. biol. Chemistry 198, 745 [1952]; H. Fraenkel-Conrat, 
R. C. Bean, E. D. Ducay u. H.S. Olcott, Arch. Biochem. Biophysics 37, 393 
1952]. 

) ‘ Th. Wieland u. E. Fischer, Naturwissenschaften 35, 29 [1948]; Th. 
Wieland u. L. Wirth, Angew. Chem. 62, 473 [1950]. 
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sins; die Reaktion mit dem Trypsin 
wire dann als Enzym-Substrat-Kom- 
plexbildung zu deuten (vgl. den vorigen 
Abschnitt). 


(+) 





Abb. 7a. Abb. 7b. 


Abb. 7. Bildung des Inhibitor-Trypsin-Komplexes. a) Kreuzung des Trypsins it 
dem Inhibitor durch eindimensionale Papierelektrophorese. 1 ul/em einer 2 proz. 
Trypsinlésung wurde auf der Linie (Tr) und 4 yl/em einer 5proz. Sojabohnen- 
inhibitor-Lésung auf der Linie (In) aufgebracht. Elektrophorese 15 Stdn. bei 100 V, 
1 mA. Mit Bromphenolblau gefarbt. X: Kreuzungspunkt beider Stoffe. Durch 
Kreuzung wurde Inhibitor-Trypsin-Komplex, Tr-In, gebildet. Da aber ein Uber- 
schu8 an Inhibitor vorhanden war, bleibt noch die Inhibitor-Linie, In. b) Kreuzung 
des Trypsins mit dem Inhibitor durch zweidimensionale Papierelektrophorese. 
1. Elektrophorese: Inhibitor allein nach Richtung 1. 4 ul Inhibitor-Lésung/em auf 
der Linie OI aufgebracht. 50 V, 3 mA, 880 Min. 2. Elektrophorese nach Richtung 2. 
Nach der ersten Elektrophorese wurde die Trypsinlésung auf der Linie Tr-Tr, 
2 pl/em aufgebracht. 100 V, 5 mA, 220 Min. Das ,,Kreuzungsdiagramm“ erscheint 
durch die Kreuzung des Trypsins mit Inhibitor-Lésung. Man beachte beim ,,Kreu- 
zungsdiagramm* die beiden Gipfel, die den zwei Komponenten der Inhibitor- 
Lésung entsprechen. Tr’: Front der Trypsin-Linie nach der Elektrophorese. 


6. Antigen-Antikérper-Komplex 

Wie schon GraBmann und Hiibner vorausgesehen haben, bieten 
die immunchemischen Reaktionen einen der wichtigsten Anwendungs- 
bereiche fiir das papierelektrophoretische Kreuzungsverfahren. 

In Abb. 8a wurde zu Anfang Rinderserum auf der Linie Ag und das 
homologe Kaninchen-Antiserum auf der Linie Ak aufgetragen. Bei der 
Elektrophorese werden beide Seren in ihre Komponenten derart auf- 
gespalten, daB die des Rinderserums hinter denjenigen des Kaninchen- 
serums (Ak) herlaufen. Dabei wird das y-Globulin des Antikérpers mit 
seinem Antigen gekreuzt, und an der Kreuzungsstelle werden die Antigen- 
Antikérper-Komplexe priicipitiert. In Abb. 8b ist dies Verhalten ver- 
gréBert dargestellt. Man kann mindestens sechs mehr oder weniger gut 
definierte Priicipitatlinien ausmachen. Da die Niederschliige an den 








Papierfasern fest haften, treten sie noch klarer hervor, wenn man das | 
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demjenigen Ende des y-Globulins, an welchem das antigene Serum 
zuerst eintrifft. 

Durch die schon friiher entwickelte Gel-Diffusionsmethode!® zum 
Nachweis der Antigen-Antikérper-Reaktion wurde die Ausziihlung der 
Antizene wesentlich erleichtert. Aber mit dieser Technik lieB sich nicht 
zeigen, welchem Protein des Antigengemisches ein Antikérper ent- 
spricht. Grabar und Williams!® haben diese Schwierigkeit mit der 
Immunelektrophorese auf Agar-Platten gelést; sie stellten fest, daB 

Kaninchen- oder Pferde-Antiserum 
(-) gegen Humanserum 16 bis 18 Pra- 
cipitatkurven ergibt, also letzteres 
ebenso viele antigene Proteine ent- 
halten muB. 





Ill 





Abb. 8a. 


Abb. 8. Eindimensionale elektrophoretische Kreuzung von dem Rinderserum mit 
dessen homologen Kaninchen-Antiserum. 6 yl/em von Kaninchen-Antiserum 8 II] 
auf der Linie Ak und 3 yl/em von dem nicht verdiinnten (a I), 1,3fach (a II), 2fach 
(a III) oder 4fach (a IV) verdiinnten antigenen Rinderserum auf der Linie Ag 
aufgebracht. Veronalpuffer, pH 8,6, « = 0,05. 160 V, 2 mA, 14 Stdn. Mit Brom- 
phenolblau gefarbt. a) Gesamtansicht. Die EiweiBkomponenten des Antiserums 
sind unterstrichen. b) Teilansicht von a IV. Vor dem Farben 10 Min. ins Wasser 
getaucht. y-Globulinteil des Antiserums wurde vergr6Bert. 


Mit unserem Kreuzungsverfahren konnten wir nur sechs, héchstens 
sieben Priicipitatlinien fiir das System: Rinderserum/homologes Ka- 
ninchen-Antiserum erhalten, also bei weitem weniger als Grabar und 


scand. 25, 186 [1948]; 32, 231 [1953]; Ark. Kemi 1, 43, 55 [1949]; M. Kaminski, 
Bull. Soc. Chim. biol. 36, 279 [1954]; J. H. Vaughan u. E. A. Kabat, J. Immuno- 
logy 78, 205 [1954]. 

19 P. Grabar u. C. A. Williams jr., Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
10, 193 [1953]; 17, 67 [1955]; P. Grabar u. P. Burtin, Bull. Soc. Chim. biol. 
37, 797 [1955]; C. A. Williams jr. u. P. Grabar, J. Immunology, 74, 158, 397, 404 
[1955]; C. Wundly, Dtsch. med. Wschr. 88, 407 [1958]. 
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hier die zweidimensionale Papierelektrophorese weiterhilft. Mit der er ten 
Elektrophorese wird das antigene Serum in seine Komponenten at ge. 
trennt, und bei der zweiten werden diese mit dem y-Globulin des A ati- 
serums gekreuzt. Ein solcher Versuch brachte aber kein besseres Er. 
gebnis, vielleicht weil bei dem verwendeten Kaninchen das Antise um 
schlecht gebildet worden war. 

Die elektrophoretische Kreuzungsmethode hat gegeniiber der Ciel. 
Diffusionsmethode den Nachteil, da’ die elektrophoretische Kreuz ing 
der y-Globuline des Antiserums mit den Antigenen nur durch Uncer. 
schiede in den Wanderungsgeschwindigkeiten beider Proteinsorten zu- 
stande kommt. Daher entwickelt sich die Pricipitatlinie nur dann deutlich, 
wenn sich die Wanderungsgeschwindigkeiten geniigend unterscheiden; 
sonst kommt die Kreuzung wie bei der Gel-Diffusionstechnik nur durch 
Diffusion sehr langsam zustande. Sie bietet aber den Vorteil, daB sie 
ohne groRen Aufwand allein mit der gewohnlichen Papierelektrophorese 
und auch in wesentlich kiirzerer Zeit (in einem Tage statt zweier Wochen) 
durchgefiihrt werden kann und dai man dabei mit sehr viel kleineren 
Mengen der zu untersuchenden Stoffe auskommt. 


Methodik 


Die eindimensionale Papierelektrophorese wurde den im Prinzip von 
GraBmann und Hannig?® beschriebenen Apparaten, gewéhnlich bei Zimmer- 
temperatur, auf Filtrierpapier Toyo Nr. 52 (ziemlich dick) und zuweilen auch Nr. 51 
sowie Whatman Nr. 1 der GréBe 8 bis 1440 cm durchgefiihrt. Fiir die zwei- 
dimensionale Papierelektrophorese wurden die Apparate so vergréBert, daB sie 
30 x 30cm groBe Bogen aufnehmen konnten. Die benutzte Papierflache betrug 
21 x 21 em. Als Pufferlosung wurde gewéhnlich Veronal vom py 8,6 und Tonenstiarke 
4 = 0,05 gebraucht. Angaben iiber Feld- und Stromstirke sowie iiber die Elektro- 
! gebra ig 
phoresedauer siehe Abbildungslegenden. 

Verwendete Priparate: Hefenucleinsiure, Handelspriparat 
der Wakamoto AG, 2proz. in Wasser unter Zusatz von 0,ln NaOH 
gelést. Ovalbumin aus Hiihnereiern nach Sérensen?! kristallisiert, 
dialysiert und in 5proz. Lésung verwendet. Das Protamin Mugilin f 
war aus dem Sperma von Meeriischen, Mugil japonicus Temmunck und 
Schlegel, von Prof. R. Hirohata"™ hergestellt ; es wurde ebenfalls in 5proz. 
wiBr. Lésung verwendet*. Trypsin, Chymotrypsin** und Ribo- 
nuclease wurden nach Northrop und Kunitz!> kristallisiert. Der 
Trypsin-Inhibitor aus Sojabohnen wurde nach Kunitz!® gereinigt, aber 
ohne vorherige Kristallisation verwendet. Alle genannten Substanzen 
wurden zu ungefahr 5° inWasser gelist. «-Casein wurde nach Warner 

20 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 

21 8. P. L. S6rensen u. M. Hérup, diese Z. 108, 15 [1918]. 

22 R. C. Warner, J. Amer. chem. Soc. 66, 1725 [1944]. - 

* Herrn Prof. Hirohata danken wir fiir die freundliche Uberlassung des 
kostbaren Praparates. . 

** Herrn Dr. 'T. Hosoda danken wir fiir die freundliche Uberlassung von 
Trypsin und Chymotrypsin. 
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aus Kuhmilch dargestellt, diazotiert nach Charney und Tomarelli* 
und unter Zusatz von 0,1n NaOH in Wasser 10proz. gelést. 

iianinchen-Antiserum gegen Rinderserum: Einem miinnlichen 
Kaniachen (etwa 1 kg Koérpergew.) wurden 4mal in 3 Wochen je 5 m/ 
Rinderserum injiziert. 10 Tage nach der letzten Impfung wurde das ganze 
Blut entnommen und das Antiserum bereitet. 

Die Firbung der EiweiBflecke auf dem Papier wurde nach 
Durrum* mit Bromphenolblau (0,05°% in 2 proz. Essigsiure mit 1 proz. 
Sublimat gelést) vorgenommen. 

Wenn die Proteine zusammen mit Farbstoffen untersucht wurden, 
konnte die Firbung nicht auf diese Weise durchgefiihrt werden, weil 
sonst die Farbstoffe ausgewaschen werden. Dann mu man ohne Nach- 
waschen, z. B. mit Ninhydrin, firben. Hefenucleinsiure wurde nach 
KanngieBer? mit 0,2 proz. Viktoriablau gefirbt und mit 10 proz. Essig- 
siure gewaschen. Die mit Hefenucleinsiiure gekreuzten Proteine kénnen 
wie oben gefirbt werden. 


Die Untersuchung wurde mit finanzieller Unterstiitzung des Japanischen 
Erziehungsministeriums durchgefiihrt. 


Zusammenfassung 


Auf Filtrierpapier kann man zwei Stoffe sich elektrophoretisch 
kreuzen lassen; sie werden dabei auf zwei gegeneinander schriig liegende 
Striche aufgetragen (Kreuzungs-Papierelektrophorese). Falls eine Addi- 
tionsverbindung aus den zwei Stoffen am Kreuzungspunkt entsteht, 
iindert sich die Richtung der Streifen, solange die Additionsverbindung 
bestehen bleibt. 

Additionsverbindungen folgender Stoffpaare wurden nachgewiesen: 
1. Farbstoffe untereinander, 2. Farbstoffe und Proteine, 3. Hefenuclein- 
siure und Proteine, 4. Enzyme und Substrate (Trypsin mit Casein, 
Chymotrypsin mit Casein und Ovalbumin, Ribonuclease mit Hefe- 
Nucleinsiure), 5. Trypsin und Trypsin-Inhibitor aus Sojabohnen und 
6. Antigen und Antikérper (Rinderserum und dessen homologes Ka- 
ninchen- Antiserum). 


Summary 


Two substances can be made to cross one another on the filter paper 
during electrophoresis by applying them as two lines on a slant to each 
other (crossing paper electrophoresis). If the two substances form an 
addition product at the crossing point, the direction of the lines changes 
for as long as the addition product exists. 


23 J. Charney u. R. M. Tomarelli, J. biol. Chemistry 171, 501 [1947]. 
24K. L. Durrum, J. Amer. chem. Soc. 72, 2943 [1950]. 
2> W. KanngieBer, diese Z. 291, 247 [1952]. 
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Addition compounds of the following pairs of components \ ere 
demonstrated. 1. Dyes with each other, 2. dyes and proteins, 3. y. ast 
nucleic acid and proteins, 4. enzymes and substrates (trypsin with cas »in, 
chymotrypsin with casein and ovalbumin, ribonuclease with Vi ast 
nucleic acid), 5. trypsin and trypsin inhibitor from soy beans anc. 6, 
antigen and antigen body (beef serum and the homologuous antisei um 
from rabbit). 


Prof. Dr. 8S. Nakamura, Institut f. Med. Chemie, Yamaguchi Med. Hochschule, 
Ube, Japan. 
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Vi ast Die Darstellung von L-Carnitin und seiner Isomeren 
anc. 6, Von 

sei un ° 

' Erich Strack und Irmgard Lorenz 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Leipzig 
rsch ule, (Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juni 1959) 


@ 

L-Carnitin, (CH,),N-CH,-CH(OH)-CH,-CO3, ist in der lebenden 
Natur weit verbreitet!?. Viele Beobachtungen der letzten Jahre weisen 
ihm hohe Bedeutung im intermediiren Stoffwechsel zu. Es beeinfluBt den 
EiweiBhaushalt und férdert das Wachstum von Tier und Mensch. Ob- 
wohl der Tierkérper das Carnitin aufzubauen vermag, kann es doch zu 
Mangelzustiinden kommen, die durch zugefiihrtes Carnitin behoben 
werden. Carnitin ist bei Friihgeburten, bei schlecht gedeihenden Jugend- 
lichen und bei Basedowkranken mit gutem Erfolge therapeutisch ein- 
zusetzen. Es scheint auch an zentraler Stelle im Energiestoffwechsel 
einzugreifen. Denn die umsatzsteigernde Wirkung des Thyroxins wird 
durch Carnitinzufuhr weitgehend normalisiert*. Eine rationelle Dar- 
stellung des L-Carnitins ist deshalb sehr erwiinscht. 

L-Carnitin ist aus natiirlichen Quellen zu gewinnen. Hierfiir ist aber praktisch 
nur der Séugetiermuskel geeignet. Aus Liebigs Fleischextrakt mit seinem Gehalt 
von 2—3% Carnitin kann es im vereinfachten Arbeitsgang isoliert werden‘. Das 
aus Fleisch dargestellte ,,reine“ Carnitin besitzt jedoch eine geringere optische 
Drehung als das synthetisch bereitete. 

Synthetisch wurde L-Carnitin von Tomita und Sendju durch Methylierung 
der L-y-Amino-f-hydroxy-buttersiure mittels Methyljodids dargestellt®.*. Sie 
spalteten das N-Benzoylderivat der pui-y-Amino-f-hydroxy-butterséure mit 
Brucin. Dabei erhielten sie zwei linksdrehende und zwei rechtsdrehende Ver- 
bindungen, die bei der Methylierung auch vier verschiedene Produkte ergaben, 
von denen eines mit dem natiirlichen, linksdrehenden Carnitin identisch war. 

Weitere Synthesen zielten auf das racem. Carnitin ab. Rollett’ und 
Engeland® stellten pi-Carnitin iiber das y-Chlor-f-hydroxy-butyronitril dar. 
Auf dem gleichen Grundprinzip beruht auch unsere Synthese®. Die Darstellung 
aus Benzaldehyd, Ammoniak und Epichlorhydrin iiber y-Amino-f-hydroxy- 
buttersiure lieferte wesentlich geringere Ausbeuten?® 11, 


1 G. Fraenkel, Vitamins and Hormones 15, 73 [1957]. 

2M. Guggenheim, Die biogenen Amine, S. 251, 277, Verlag S. Karger, 
Basel 1951. 

3s. VII. Kolloquium Sint Jans Hospitaal Briigge (Belgien), Sektion Carnitin, 
1.—3. Mai 1959. 

4 E. Strack, Ph. Woérdehoffu. H. Schwaneberg, diese Z. 288, 183 [1936]. 

5 M. Tomita u. Y.Sendju, diese Z. 169, 263 [1927]. 

6 A. Musashi u. K. Tomita, diese Z. 304, 65 [1956]. 

? A. Rollett, diese Z. 69, 60 [1910]. 

8 R. Engeland, Ber. dtsch. chem. Ges. 48, 2705 [1910]. 

® E. Strack, H. Rohnert u. I. Lorenz, Chem. Ber. 86, 525 [1953]. ' 
ne 10 H. E. Carter u. P. K. Bhattacharyya, J. Amer. chem. Soc. 75, 2503 

53]. 
1 F. Mazzetti u. R.M. Lemmon, J. org, Chemistry 22, 228 [1957]. 
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p-Carnitin laBt sich mit Hilfe von Psewdomonas-Stammen aus dem Racemat 


auf biologischem Wege darstellen'?-!*, Leider kann es das L-Carnitin bei den von f 


diesem beeinfluBten biologischen Prozessen nicht voll ersetzen, so da das 
D-Isomere vorerst noch als Schlacke zu betrachten ist. 

Bei unserer Darstellung® gingen wir vom Epichlorhydrin (I) aus, das mit 
Blausaure zu 87% y-Chlor-f-hydroxy-butyronitril (II) ergab®. Dieses lieferte mit 
Trimethylamin (III) 64% pu-Carnitinnitril (IV). Die Verseifung des px-Carnitin- 
nitrils zum DL-Carnitin (V) verlauft nahezu quantitativ. 


Cl-CH,—CH—CH, + HCN -- Cl-CH,-CH(OH)-CH,-CN -+ N(CH,); —> 


I Oo” Il Ul 
(CH,),N-CH,-CH(OH)-CH,-CN —*""°-. (CH,),N-CH,-CH(OH)-CH,-CO°® 
IV Vv 


Unsere Synthese eignet sich daher besonders gut fiir die Markierung 
des Carnitins am Trimethylaminanteil, weil bei der Umsetzung von II 
mit III zu IV kein Isotopenverlust eintritt. Wir haben die 15N-markierten 
Carnitine in ausgezeichneter Ausbeute dargestellt. Auch an anderen 
Stellen 148t unsere Synthese das Molekiil in guter Ausbeute markieren. 

DL-Carnitin selbst laBt sich nur schlecht in die optischen Kom. 
ponenten trennen. Einfach wird die Trennung, wenn die Carboxy- 
Gruppe nicht frei, z. B. verestert ist. Rationell wird sie, wenn ein bei 
der Synthese auftretendes Zwischenprodukt in die optischen Isomeren 
getrennt wird, das schon das Grundgeriist des Carnitins enthilt. Geeignet 
sind 1. das DL-Carnitinnitril (IV), 2. der als erste Stufe bei der Verseifung 
des Nitrils entstehende DL-Carnitinithylester. Wegen seiner grofen 
Stabilitat haben wir das DL-Carnitinnitril gewahlt. 

DL-Carnitinnitril wurde nach mehreren Verfahren einfach oder 
kombiniert zerlegt. Das bei der Synthese anfallende DL-Carnitinnitril- 
chlorid wurde mittels Silberoxyds bzw. Silbercarbonats oder mittels 
Ionenaustauscher in das Hydroxyd bzw. Carbonat verwandelt und 
dieses mit optisch aktiven Saéuren fraktioniert umkristallisiert. 

1. Mit D-Weinsiure umgesetzt, kristallisiert aus Athanol das 
L-Carnitinnitril-D-hydrogentartrat leichter aus als die D-Komponente. 
Durch haufiges Umkristallisieren kann die L-Form rein erhalten werden. 

2. Wird DL-Carnitinnitrilhydroxyd mit D-Camphersulfon- 
siure neutralisiert, so kristallisiert von den beiden Camphersulfonaten 
das des D-Carnitinnitrils in Wasser und Athanol gut aus. Etwa 65—70% 
des D-Carnitinnitril-D-camphersulfonats werden unmittelbar erhalten. 
Aus der eingeengten, warmen, wifrigen Mutterlauge dieser ersten 
Fraktion erhalt man Fraktionen mit iiberwiegend L-Carnitinnitril. 


12 §. Friedman, A. B.Galun u. G. Fraenkel, Federation Proc. 15, 256 
[1956]. 

18 §. Friedman, A. B. Galun u. G. Fraenkel, Arch. Biochem. Biophysics 
66, 10 [1957]. 

4H. Aurich u.I. Lorenz, Acta biol. med. german. 3, 272 [1959]. 

15s, P. Kurtz in Houben-Weyl, Methoden d. organ. Chemie, 4. Aufl., 
Bd. VIII S. 288, Verlag G. Thieme, Stuttgart 1952. 
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Durch Umkristallisieren ist die reine L-Form zu erhalten. Die Rest- 
fraktionen werden sinngemaéB noch mehrfach aufgetrennt?*. 

3. Das L-Carnitinnitril wird primir erhalten, wenn das DL-Carnitin- 
nitrilhydroxyd aus alkoholischer Lésung mit Dibenzoyl-D-wein- 
siure gefallt wird. 

4. Am vorteilhaftesten ist die kombinierte Trennung des DL- 
Carnitinnitrils mittels D-Camphersulfonsiure und Dibenzoyl-D-wein- 
siure. Zunichst wird die iiberwiegende Menge D-Carnitinnitril mit 
D-Camphersulfonsiure abgetrennt. 

Der geléste, iiberwiegend L-Carnitinnitril enthaltende Rest wird 
in das Chlorid iibergefiihrt und iiber das Hydroxyd in absol. Athanol 
mit Dibenzoyl-D-weinsaure 1:1 umgesetzt; etwa 90% der L-Verbindung 
kristallisieren dann optisch nahezu rein aus. Anfallende, gemischte 
Zwischenfraktionen werden erneut in gleicher Weise getrennt oder mit 
einem anderen Ansatz weiter verarbeitet. Die Camphersulfonate bzw. 
die Dibenzoylhydrogentartrate kénnen mit athanolischer Salzsiure 
zu 95—98% in die Carnitinnitrilchloride iibergefiihrt werden; denn 
die optisch aktiven Carnitinnitrilchloride sind in Alkohol schwer, die 
optisch aktiven Saiuren hingegen sehr gut loslich. 

Die Fehlerbreite der in den Tabellen 1—3 angegebenen, bei 20—22° bestimm- 
ten spezifischen Drehwerte betraigt -+-0,2°. Die spezif. Drehungen wurden in waBr., 
10proz. Lésung bestimmt; auBer denen der Perchiorate, deren Drehung in 2proz. 
Lésung ermittelt wurde. Die Schmelzpunkte der hygroskopischen Substanzen 
wurden in der Kapillare bestimmt, alle anderen sind im Kofler und in der Kapillare 
bestimmt worden. Sie stimmten iiberein, wenn wir Kapillaren aus Jenaer Glas 
benutzten!?. Die Schmelzpunkte sind korrigiert. 


Tab. 1. Salze der Carnitinnitrile. 
Alle Angaben in Grad. 

















Ttves L-Carnitinnitril D-Carnitinnitril pu-Carnitinnitril 
[a]p | Schmp. [a]p Schmp. [a]p | Schmp. 
p-Camphersulfonat . | +1,6 194,5 + 27,2 202 + 14,4 — 
Dibenzoyl-p-hydro- 
gentartrat . . . |—100*| 150—153 --- — — — 
(Zers.) 
Chiorid.... «<4 — 26,2 261 + 26,2 261 — 232 
(Zers.) (Zers.) 
Chloroaurat . ... a 111—113 — 111—113 —_— 127 
Perchlorat ... . | —19,6 173,5 + 19,6 173,5 — 137—138 
BETAG: Rs Gos, -- 137 — 137 — 125—127 
Reineckat. . .. . — |169—171}¢; — |169—171}) — 201 
190}t 190+ 
Acetylcarnitinnitril- 
perchlorat . . . | —52,2 135,5 + 52,2 135,5 — 214—215 














* In Methanol, + 1% t Auf der Kofler-Heizbank. tt In der Kapillare. 


16 T, Lorenz u. E. Strack, Internat. Abstr. Biol. Science Suppl. XV, Per- 
gamon Press, New York 1958. 
17 K. Strack u. F. Hentsch, Chem. Ber. 84, 125 [1951]. 


g* 
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Tab. 1 zeigt die spezif. Drehungen und Schmelzpunkte der beiden 
diastereomeren Camphersulfonate, des L-Carnitinnitril-dibenzoyl-D-hy. 
drogentartrates sowie der Carnitinnitrilchloride. Aus den Chloriden 
wurden als weitere Derivate das Chloroaurat, Perchlorat, Pikrat und 
Reineckat dargestellt. 

Alle diese Verbindungen zeichnen sich durch eine groBe Kristalli- 
sationsfreudigkeit aus. Die Carnitinnitrilchloride gaben bis zu 5—7 cm 
lange Kristalle. Das Dibenzoylhydrogentartrat bildete groBe, rhombische 
Prismen. Das Pikrat gibt 2 cm lange Siulen. 

Bemerkenswert ist, da die Schmelzpunkte der optisch aktiven 
Carnitinnitrilreineckate je nach Bestimmungsart verschieden sind. In 
der Glaskapillare schmolzen sie bei 190°, im ,,Kofier‘‘ dagegen bei 
169—171°. 

Vom Carnitinnitril stellten wir die Acetylderivate der drei Formen 
her. 


Tab. 2. Salze und Derivate des Carnitins. 
Angaben der Schmp. und Drehwerté in Grad. 
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Derivat DL D L L (natiirl.) 
Betain (wasserfrei) 
- Schmp. | 215 (Zers.)!®* | 210—212 210—212 210—212 
195—197?° (Zers.)* (Zers.)* (Zers.)* 
{a]p 0 + 30,9 —30,9 — 30,9 
Chlorid Schmp. 196° 142 142 142! 
[a]p 0 + 23,7 — 23,7 — 23,7 
Chloroaurat Schmp. 1458:® 157 157 157 
153—154? 
Reineckat Schmp. | 146—147!° 146—147 146—147 146—147° 
155—156° 
Athylesterchlorid 
Schmp. ~ 148 148 1461° 
[a]p 0 +17,3 A728 oii 
Athylesterchloroaurat 
Schmp. 122° 105—106 105—106 10519 
Acetylcarnitinchlorid 
Schmp. | 187—188° 187—188 187—188 186—187! 
[a]p 0 + 27,7 —27,7 — 26,920 
Acetylcarnitinchloro- 
aurat Schmp. 168° 129—130 129—130 129—130 








* Kapillare bei 200° eintauchen und 5°/Min. erhitzen. 








Aus Tab. 2 sind die Daten des synthetischen DL-, des D- und des 
L-Carnitins und ihrer Derivate sowie die des natiirlichen Carnitins er- 
sichtlich. 

D- und L-Carnitinchlorid, die wir aus den optisch aktiven Nitrilen 
durch Verseifung darstellten, haben eine spezif. Drehung von + bzw. 

18 V. ABmann, Dissertat., Mathem.-naturw. Fakultét Leipzig, im Druck. 


19 EK. Strack u. K. Férsterling, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1143 [1938]. 
20 R. Krimberg u. W. Wittandt, Biochem. Z. 251, 229 [1932]. 
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—23,7°. Sie ist héher als in der Literatur fiir die natiirliche L-Form 
mit — 20,9192 bzw. — 20,4° und — 21,5°22 und als von Fraenkel fiir 
sein biologisch gewonnenes D-Carnitin mit -++ 22,3°12 angegeben ist. Ein 
unterschiedlicher Verdiinnungsgrad hatte keinen EinfluB. 1-, 5- und 
l0proz. Lésungen zeigten den gleichen spezif. Drehwert. 

Um die Differenzen zu klaren, kristallisierten wir das aus Fleisch- 
extrakt gewonnene L-Carnitinchlorid, das als Goldsalz schon vorgerei- 
nigt worden war, mehrfach aus Athanol um. Der Anfangsdrehwert dieses 
L-Carnitins als Chlorid lag mit — 22,1° etwas héher, aber noch im 
Bereich der Angaben der Literatur. Mit jedem Umbkristallisieren des 
Chlorids stieg der Drehwert ein wenig an: Kristallisat I = — 22,9°, 
Kristallisat II = — 23,2°, Kristallisat III = — 23,4° und nach weiterem 
Smaligem Umkristallisieren: Kristallisat [V = — 23,7°. Das urspriing- 
liche, aus Fleischextrakt dargestellte Carnitingoldsalz schmolz bei 153 
bis 155°, das aus Kristallisat I dargestellte bei 154—155°, das aus IT 
bei 155—157°, das aus III bei 156—157° und das aus IV bei 157°. 

Die Natur der Beimengungen im ,,reinen“, natiirlichen L-Carnitin 
ist noch nicht geklart. Setzt man reinstem, synthetischem D- oder L- 
Carnitinchlorid ein wenig von seinem Isomeren zu, so kann dieses 
Produkt beim Umkristallisieren wie das natiirliche Produkt gereinigt 
werden; die Drehwerte steigen. Das im absoluten Athanol schwer 
lésliche Racemat fallt mit den ersten Kristallisationsanteilen erheblich 
aus. Das L-Carnitin der Gewebe kénnte somit auch kleine Mengen der 
D-Form enthalten, was biologisch von groBem Interesse wire. Eine 
primaire Beimengung von Crotonsiurebetain, das verhaltnismaBig leicht 
aus Carnitin durch Wasserabspaltung entsteht, hat die urspriingliche 
verminderte Drehung nicht verursacht, wie wir durch die gleichgeblie- 
bene, geringe Permanganatreduktion der einzelnen Fraktionen aus- 
schlieBen konnten. Unser Carnitinbestimmungsverfahren iiber das Croton- 
siurebetain?’ zeigte jedoch, daB mit der Umkristallisation Nichtcarnitin- 
anteile abgetrennt worden waren. 


Darstellung von u-Carnitin 
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Wir erhielten bei unserer Synthese jedoch niemals wie Tomita je zwei Anti- 
poden, sondern nur eine L- und eine p-Form, deren simtliche Derivate in Drehung 
und Schmelzpunkt sowie in den Léslichkeiten véllig iibereinstimmten. 

Trotzdem méchten wir die Existenz weiterer isomerer Formen noch nicht 
endgiiltig ablehnen. Einmal kénnte die Anderung der Kriterien bei der ,,Reini- 
gung“* des natiirlich anfallenden L-Carnitins durch Umlagerungen entstanden sein. 
Wir beobachteten naimlich, daB die Toxizitaét von pt-Carnitinchlorid, wenn es 
mit Natronlauge neutralisiert und in dieser Weise gespritzt wird, erheblich héher 
ist als die Toxizitat aquivalenter Mengen von Carnitinbetain + Kochsalz*‘. Inter- 
esse kénnten derartige Abwandlungen im Molekiil gewinnen, wenn man die Wir- 
kungen im Gewebe einer bestimmten Form des Molekiis zuschreiben miBte. 


21 R. Krimberg, diese Z. 55, 466 [1908]. 

22H. E. Carter, P. K. Bhattacharyya, K. R. Weidmann u. G. Fraen- 
kel, Arch. Biochem. Biophysics 38, 405 [1952]. 

23 KE. Strack u. I. Lorenz, diese Z. 298, 27 [1954]. 

24 W. Rotzsch, I. Lorenz u. E.Strack, Acta biol. med. german. 3, 28 
[1959]. 
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Auch die Kristallformen der Goldsalze sind nicht eindeutig. Das Gold. 


salz aus dem pi-Carnitinchlorid gibt Prismen, das aus dem pt-Carnitinbetain hin. 
gegen Blattchen. p- und L-Carnitin in Form des Betains geben jedes fiir sich 
Prismen, eine aquivalente Mischung beider kristallisiert wieder in Blattchen aus, 
Die typische Kristallform des natiirlichen t-Carnitin-Goldsalzes? ist aus dem 
stark gereinigten natiirlichen und aus den synthetischen Formen der Chloride 
nicht darzustellen. 


Die Carnitinbetaine kristallisieren gut und sind ziemlich bestandig, 
wenn sie rein sind. Die Drehwerte und Schmelzpunkte der synthetischen 
Betaine und des natiirlichen gereinigten Betains stimmen gut iiberein, 
Werden die Betaine mit der aquivalenten Menge Salzsaure versetzt, so 
ist die spezif. Drehung gleich der, die wir fiir das Chlorid fanden. Der 
in der Literatur fiir L-Carnitinbetain angegebene Drehwert von — 23,59 
ist sicherlich zu niedrig??. DL-Carnitinbetain kristallisiert mit 1 Mol. 
Wasser, die optisch aktiven Betaine sind wasserfrei. 

AuBer den Salzen des D- und des L-Carnitins beschreiben wir ihre 
Athylester und ihre Acetylderivate. 

Die Ry-Werte der synthetisch denguiteliten optisch aktiven Car- 
nitinnitrile und Carnitine bei der Papierchromatographie stimmen mit 
den friiher angegebenen Ry-Werten fiir das Racemat und das L-Carnitin 
aus Fleisch iiberein™*. 

In anderem Zusammenhange interessierte das Reduktionsprodukt 
des Carnitinnitrils, (CH,),;N-CH,-CH(OH)-CH,-CH,-NH,, das wir als 
Caramin bezeichnen. Aus den optischen Formen lieBen sich durch Oxy- 
dation die entsprechenden Carnitine darstellen. 


Tab. 3. Salze des Caramins. 
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DL D L 
Chlorid | Schmp. |209—210° (Zers.)| 230—231° (Zers.) 230—231° io. ) 
[a]p 0 + 11,29 —11,2 
Chloro- | Schmp. 198—199° 200—203° 200—203° 
aurat unter Gold-Abscheidg.|unter Gold-Abscheidg. 




















Caramin ist biologisch deshalb interessant, weil es statt der elektro- 
negativen Carboxylgruppe eine elektropositive Aminogruppe enthiit. 
Seine Toxizitét und Reizwirkung am Froschrektus sind gering**?5. 
Carnitinnitril 1iBt sich leicht katalytisch mit Palladium in stark ver- 
diinnten salzsauren, alkoholischen Lésungen?® oder in Eisessig und 
Schwefelséure zum Caramin hydrieren. Vorteilhaft ist methanolische 
Salzsiure. Nach beendeter Hydrierung wird abdestilliert und aus dem 
Riickstand das Chlorid leicht rein erhalten. Bei Verwendung von Eis- 
essig und Schwefelsiure mu umstiindlicher iiber Reineckat oder Gold- 
salz isoliert werden. Erwartungsgemif} gibt das Caramin eine intensive 
Biuretreaktion. 


25 E. Strack u. I. Lorenz, Acta biol. med. german. 1, 556 [1958]. 
26 E. Strack u. H.Schwaneberg, Ber. dtsch. chem. Ges. 67. 1006 [1934]. 
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Beschreibung der Versuche 


Racematspaltung 

Im folgenden geben wir ein Beispiel fiir die bei uns jetzt gebrauchliche kom- 
binierte Trennung des pu-Carnitinnitrilchlorids in seine optischen Antipoden 
mittels p-Camphersulfonsiure und Dibenzoyl-p-weinsaiure: 200 g pL-Carnitin- 
nitrilchlorid werden durch Silberoxyd in die Base iibergefiihrt. Die waBr. 
Lésung wird mit aquimolekularer Menge von p-Camphersulfonsaure versetzt 
und im Vak. bis auf 400—500 m/ eingeengt, wobei sich Kristalle abscheiden. 
Diese (Fraktion I) werden abgesaugt und mit Alkohol gewaschen. Ausb.: 170g 
Carnitinnitril-p-camphersulfonat (81,1% der p-Form), [«]p: -+24,0°, 
also etwa 90% optisch rein. Aus 250 ml 90proz. Methanol umkristallisiert fallen 
bei Zimmertemperatur 115,2g, [«]p: + 27,0°, beim Abkiihlen der Mutterlauge auf 0° 
weitere 25,6 g, [x]p: + 27,2; insgesamt 140,8 g (67% der p-Form). 

Die Mutterlauge von Frakt.I wird im Vak. zur Trockne eingeengt, der Riick- 
stand in siedendem 90proz. Athanol gelést und mit der 5—7fachen Menge 30proz. 
aithanol. Salzsiure versetzt. Bei 0° werden 113,3 g Carnitinnitrilchlorid (95,3% d. Th.) 
erhalten. Die Kristalle werden in etwa 750 ml Athanol bei 0° aufgeschlammt und 
mit Silberoxyd, das mit Athanol wasserfrei gewaschen wurde, ins Hydroxyd iiber- 
gefiihrt. Das Filtrat und die absol. athanol. Ausziige des Silberriickstandes werden 
mit Dibenzoyl-p-weinsaure im Molverhaltnis 1:1 versetzt. Das Gesamt- 
volumen betrigt etwa 1,5—21. Das L-Carnitinnitril-dibenzoyl-p-hydro- 
gentartrat kristallisiert langsam aus. Bei Zimmertemperatur wird nach 24 Stdn. 
Frakt. I und nach Einengen der Mutterlauge Frakt. II und III erhalten. Frakt. I: 
143,3 g (51,2% d. Th.); [«]o des Chlorids: —25,7° (99% optisch rein). Frakt. II: 
55,8 g (19,9% d. Th.); [«]p des Chlorids: —25,2° (98% optisch rein). Frakt. IIT: 
54,9 ¢ (19,6% d. Th.); [«]p des Chlorids: —25,2° (98% optisch rein). Ausb. ins- 
gesamt: 254,0 g L-Carnitinnitril-dibenzoyl-p-hydrogentartrat (90,7% d. Th.). 

Die Umsetzung des Dibenzoylhydrogentartrats in das Chlorid ist ebenfalls 
zu iiber 95% mit salzsiurehaltigem Athanol einfach durchzufiihren. Campher- 
sulfonsaure und Dibenzoylweinsiure werden aus den salzsauren alkohol. Lésungen 
in nahezu quantitativer Ausbeute wiedergewonnen und kénnen erneut fiir eine 
Trennung eingesetzt werden. 

Werden alle Reste des Ansatzes in gleicher Weise nochmals getrennt, so 
ergibt sich eine Gesamtausbeute von etwa 97% der p- und von 99% der L-Form 
von der theoretischen Menge. 

Die Carnitinnitrilchloride werden mit siedender athanol. Salzsiure verestert 
und anschlieBend mit waBr. Salzsiure bei 30—35° verseift. Es entstehen nur 
Spuren von Zersetzungsprodukten (Crotonséurebetain) und nicht verseiften Pro- 
dukten’. 


Darstellung und Eigenschaften der einzelnen Stoffe 
Alle Salze und Derivate sind durch Analyse als reinst bestatigt worden. 
Wegen der groBen Zahl geben wir nur einige Analysen der neuen Stoffe als Beleg 
an. Schmelzpunkte und Drehwerte stehen in den Tabellen 1—3. F 
p-Carnitinnitril-p-camphersulfonat: Aus Methanol und Athanol 
groBe derbe Prismen. In Wasser sehr leicht, in Aceton wenig, in Ather nicht, in 
Methanol und Athanol schwer léslich. 
C,H,;N,0°C,9H,;0,8 (374,5) Ber. C 54,52 H8,08 N 7,48 
Gef. C 54,33 H8,07 N 7,51 


L-Carnitinnitril-p-camphersulfonat: Aus Wasser und Athanol Pris- 
men. In Wasser, Methanol und Athanol leichter léslich als die p-Form. 

L-Carnitinnitril-dibenzoyl-p-hydrogentartrat: Aus Athanol groBe, 
derbe, rhombische Prismen. In Methanol leicht, in Wasser schwer, in Athanolléslich. 


C.sH2,N.O, (500,5) Ber. 059,99 H5,64 N5,60 
Gef. C.59,72 H5,68 N 5,64 
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p- bzw. L-Carnitinnitrilchlorid: Aus Athanol und Methanol nadelige, 
parallel verwachsene Kristallaggregate. In Wasser sehr gut, in Athanol léslich, in 
Aceton schwer, in Ather nicht léslich. 

C,H,,CIN,O (178,7) Ber. © 47,06 H8,46 N 15,68 
L: Gef. C 47,12 H8,46 N 15,73 


p- bzw. L-Carnitinnitrilperchlorat: Dargestellt aus gesitt., methanol. 
Lésung des Chlorids mit 70proz. Perchlorsiure. p- und L-Form kristallisieren im 
Gegensatz zum DL-Carnitinnitrilperchlorat bei 0° sofort aus. Aus 95proz. Methanol 
stabchenformige Kristalle. In kaltem Methanol und Athanol schwer, in Wasser 
und Aceton léslich, in Ather unléslich. 

D- bzw. u-Carnitinnitrilchloroaurat: Fallt aus salzsaurer Lésung mit 
Tetrachlorogold(III)-siure zunachst élig aus. Aus Wasser goldgelbe Blattchen, 
aus Athanol Nadeln. In kaltem Aceton, heiBem Methanol, Athanol und Wasser 
leicht, in kaltem Methanol, Athanol und Wasser léslich. 

p- bzw. t-Carnitinnitrilpikrat: Aus heiB gesattigter 90proz. alkohol. 
Lésung des Chlorids mit heiB gesatt. alkohol. Pikrinséure nadelige Kristalle von 
rechteckigem Querschnitt. In Methanol, Athanol, Wasser in der Kalte léslich, in 
der Hitze leicht léslich; in kaltem Aceton leicht, in Ather nicht léslich. 

D- bzw. L-Carnitinnitrilreineckat: Aus Wasser kleine, nadelige Kristalle. 
In Aceton leicht, in Wasser schwer léslich. 

DL-, D- bzw. L-Acetylcarnitinnitrilperchlorat: 5g Carnitinnitril- 
chlorid werden mit 15 mil Eisessig und 22 g Acetylchlorid 1 Stde. unter Feuchtig- 
keitsausschlu8 auf 60° erwarmt. Uberschiissiges Acetylchlorid und der Eisessig 
werden im Vak. entfernt, der Riickstand mit der gleichen Menge Methanol versetzt 
und mit 70proz. Perchlorsaure gefallt. Aus heiSem Wasser kristallisiert die pL-Form 
in rhombischen Blattchen, die D- bzw. L-Form in nadeligen Kristallen. pL-, D- bzw. 
L-Acetyl-carnitinnitrilperchlorat sind in kaltem Wasser schwer, in heiBem léslich, 
in Ather unléslich. In Aceton ist die pt-Form schwer léslich, die p- bzw. L-Form 
etwa 35mal léslicher. 

C,H, ,CIN,O, (284,7) Ber. C 37,97 H6,02 L: Gef. C 37,97 H 6,28 

DL: Gef. C 37,98 H6,20 pb: Gef. C 37,94 H5,99 


D- bzw. L-Carnitinbetain: Die Carnitinbetaine werden aus den reinen 
Chloriden durch Ionenaustauscher dargestellt. Eine gleichzeitige Reinigung des 
Rohproduktes wird an anderer Stelle eingehend beschrieben!®. Die chloridfreie, 
waBr. Lésung wird im Vak. bis zum dicken Sirup eingedampft, mit absol. Aceton 
kraftig geschiittelt und dieses abdekantiert. Nach mehrmaliger Behandlung mit 
Aceton erstarrt das Betain kristallin. Aus Athanol hygroskopische Blattchen. In 
Wasser und Alkohol sehr leicht, in Aceton schwer, in Ather nicht léslich. 


C,H,;NO, (161,2) Ber. ©52,15 H9,38 N8,69 
L: Gef. C51,68 H9,45 N8,83 
p: Gef. ©5244 H9,45 


Die p- bzw. L-Formen des Carnitinchlorids, -chloroaurats, -reineckats, sowie 
die D- bzw. L-Formen des Carnitinaithylesterchlorids, -chloroaurats, sowie die D- 
bzw. L-Formen des Acetylcarnitinchlorids, -chloroaurats stimmen mit den Kigen- 
schaften der Derivate des friiher mehrmals beschriebenen natiirlichen L-Carnitins 
iiberein. Vereinzelte Abweichungen z. B. der Kristallformen und Schmelzpunkte 
bei den Derivaten des pui-Carnitins gegeniiber friiteren Angaben! haben wir 
auch jetzt wieder gefunden. Unsere Angaben® haben wir wiederum bestitigt. 

DL-, D- bzw. L-Caramin: 21 5% Salzsiure enthaltendes Methanol werden 
mit etwa 100 g Palladiummohr und 10 g Carnitinnitril in 500 m/ Methanol versetzt 
und hydriert. Die Wasserstoffaufnahme ist innerhalb von 4—5 Stdn. beendet und 
entspricht der berechneten Menge. Die vom Katalysator abfiltrierte Lésung wird 
im Vak. weitgehend eingedampft. Der gelbliche, dlige Destillationsriickstand wird 
mehrmals mit trockenem Aceton kraftig durchgeschiittelt, bis Kristallbildung 
einsetzt. Ausb.: 93% d. Th, Aus 96proz. Athanol hygroskopische derbe, gedrungene 
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Prismen. In Aceton und kaltem Athanol schwer, in heiSem Athanol léslich, in 
Wasser sehr leicht, in Ather nicht léslich. 
(Hy Cl,N,O (219,2) Ber. C 38,36 H9,20 L: Gef. C 38,28 H9,13 
DL: Gef. C 38,47 H9,20 pb: Gef. C 38,17 H9,19 


DL-, D- bzw. L-Caraminchloroaurat: Aus salzsaurer Lésung des Chlorids 
mit Tetrachlorogold(III)-siure. Aus Wasser goldgelbe Blattchen. In Aceton und 
Methanol in der KaAlte leicht léslich; in Wasser und Athanol in der Kalte loslich, 
in der Hitze leicht léslich. 


Zusammenfassung 


1. Die Synthesen von L- bzw. D-Carnitin und ihren Derivaten 
werden beschrieben. Im quartiren Anteil isotop markierte Carnitine 
sind nach gleichem Verfahren verlustfrei fiir das Isotop darzustellen. 

2. DL-Carnitinnitril ist, kombiniert mit D-Camphersulfonsaure und 
Dibenzoyl-D-weinsiure, zu 97% in die D- und zu 99% in die L-Form 
zu trennen. 

3. Die optisch aktiven Carnitinnitrile, ihre Acetylierungs- und 
Reduktionsprodukte (Caramin) werden beschrieben. 

4. Unterschiede im Verhalten des natiirlichen, aus Fleischextrakt 
gewonnenen und des synthetisierten L-Carnitins werden erértert. 


Summary 


1. The synthesis of L- and D-carnitine and derivatives is described. 
Carnitines isotopically labelled in the quaternary part of the molecule 
can be prepared in the same way with excellent yields. 

2. Combined with D-camphorsulfonic acid and dibenzoyl-D-tar- 
taric acid, DL-carnitine-nitrile can be resolved into the D- (97%) and 
L-form (99%) respectively. 

3. The optically active carnitine-nitriles, their acetylation and 
reduction products (caramine) are describec. 

4. Differences between synthetic L-carnitine and native L-carnitine 
isolated from meat extract are discussed. 


Prof. Dr. Dr. E. Strack, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Leipzig C 1, Liebigstr. 16. 
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Zur Spezifitat der Phosphatasen, V1 


Zum Reaktionsmechanismus 
der Hydrolyse von Phosphorsaureestern 
durch tierische Phosphatasen 
Von 
Josef Riehl 
Aus dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitét Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Oktober 1959) 


Meinem verehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. Eugen Bamann, 
zum 60. Geburtstag zugeeignet 


Das pa-Wirkungsoptimum der Phosphatasen als Funktion 
der Substratkonzentration sowie die Affinitat des Substra- 
tes zum Enzym in Abhangigkeit von der Wasserstoffionen- 
konzentration 

a) ,Saure“ Phosphatase 

Der Verlauf von px-Aktivitiitskurven und die Lage der px-Spal- 
tungsoptima sind bei der sauren Phosphatase aus Schweineleber — mit 
Monophenylphosphat als Substrat — abhiingig von der Substrat- 
konzentration. 

Bei niedriger Substratkonzentration (10-5m) ist kaum eine Ver- 
ainderung der Reaktionsgeschwindigkeit iiber den gemessenen px-Be- 
reich zu beobachten, d.h. V, bleibt fast konstant. Erst mit zunehmen- 
der Substratkonzentration bilden sich typische py-Aktivitatskurven aus 
(Abb. la). 

Die Lage der py-Spaltungsoptima bei den einzelnen Aktivitits- 
kurven ist eine Funktion der Substratkonzentration. Bei sehr hoher 
Substratkonzentration (10-1 bis 10-°m) wird ein pa-Spaltungsoptimum 
von etwa 5,5 gefunden. Mit abnehmender Substratkonzentration tritt 
eine Verschiebung nach niedrigeren py-Werten ein. 

Wird die Affinitét des Enzyms zum Substrat als Funktion der 
Wasserstoffionenkonzentration des Reaktionsmilieus aufgetragen (Ab- 
bild. 2a), so zeigt sich, daB die Affinitat der sauren Phosphatase mit 
zunehmender Wasserstoffionenkonzentration zunimmt. 

In diesen Ergebnissen scheinen sich allgemeine Eigenschaften der 
sauren Phosphatasen widerzuspiegeln. Novales und Bern? beobach- 
teten bei der sauren Phosphatase des mannlichen Genitalapparates 


1 IV, Mitteil.: J. Riehl, diese Z. 312, 249 [1958]. 
2 














-R. Novales u. H. A. Bern, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 84, 25 [1953]. — 
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ebenfalls eine Abhingigkeit des pu-Wirkungsoptimums von der Sub- 


stratkonzentration. 


Im Bereich des py-Wirkungsoptimums liegt der Ester weitgehend als 
einwertiges Anion (RO-PO,H®) vor’. Friedenwald und Maengwyn- 


Abb. 1. pH-Aktivitats- 
kurven bei der Spaltung 
von Monophenylphos- 
phat durch saure Phos- 
phatase aus Schweine- 
leber (a) und alkalische 
Phosphatase aus Rinder- 
leber (b) bei verschie- 
dener Substratkonzen- 
tration. 


Die Ansatze enthalten in 
20cm: Esterin angegeb. 
Molaritat; Schweinele- 
berenzym 1,8 Ph.E.-[e]; |; 
bzw. Rinderleberenzym 
2,1 Ph.E.-[e]y; 8cm? 1m 
Citrat-Puffer bzw. 8 cm? 
2,5n Ammoniak/Ammo- 
niumchlorid-Puffer der 
angegebenen py-Stufe; 
2Tr. Toluol; Inkubation 
30 Min. bei 37°. 


Abb. 2. Die Affinitat des 
Monophenylphosphats 
zu der sauren Phospha- 
tase aus Schweineleber 
(a) und der alkalischen 
Phosphatase aus Rinder- 
leber (b) in Abhangig- 
keit von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration. 


Die Ansatze enthielten in 
20cm’: Ester in 5-10—4m 
bis 2-10-3m Lésung; 
Schweineleberenzym 1,8 
Ph.E.-[e];,, bzw. Rin- 
derleberenzym 2,1 Ph. 
E.-[e]},; 8 cm? Im Ci- 
trat-Puffergemisch bzw. 
2,5n Ammoniak/Ammo- 
niumchlorid-Puffer der 
gewiinschten px-Stufe; 
2Tr. Tolucl; Inkubation 
30 Min. bei 37°. 


3 A. Desjobert, Bull. Soc. chim. France [5] 14, 809 [1947]. 
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Davies‘ zeigten in einer theoretischen, fiir hydrolytische Enzyme 
allgemein giiltigen Ableitung, dai eine Abhingigkeit zwischen pg. 
Optimum und Substratkonzentration immer dann gegeben ist, wenn — 
das Substrat in mehreren Formen vorliegt, von denen aber nur eine 

mit dem Enzym die aktive Zwischenverbindung bildet, wahrend die tat 
anderen als kompetitive Inhibitoren auftreten. Wenn wir diese Ab.| Bir 
leitung auf unseren Fall anwenden, dann bedeutet das, daB das Mono.| Mit 
anion des Esters die aktive Zwischenverbindung eingeht, wahrend die| aus 
beiden anderen Formen (RO-PO,?° und RO-PO,H,) kompetitive Inhi-| ion 








bitoren darstellen. ver 
dal 
b) ,, Alkalische“ Phosphatase Hy 


Die Lage der pu-Spaltungsoptima und der Verlauf der px-Aktivi. | sch 
tiitskurven werden bei der Hydrolyse von Monophenylphosphat durch 
alkalische Phosphatase aus Rinderleber durch die jeweilige Substrat-| opt 
konzentration wesentlich mitbestimmt. Bei sehr niedriger Substrat-| sto 
konzentration (5-10-'m) wird ein Spaltungsoptimum bei px 8,4 ge-| spi 
funden. Mit steigender Substratkonzentration verschiebt sich die Lage | es 
des Wirkungsoptimums nach héheren pq-Werten und erreicht bei einer En: 
Substratkonzentration von 10-°m den Wert px 9,8, der auch durch wei- Die 
tere Erhéhung der Substratkonzentration nicht mehr wesentlich ver- ket 
iindert wird.(Abb. 1b). Bemerkenswert ist, daB die Abhangigkeit des| 0 
pu-Wirkungsoptimums von der Substratkonzentration im Bereich! 7; 
5:-10-5m bis 10-m in etwa linear zu sein scheint. Diese Abhangigkeit 
des pu-Optimums von der Substratkonzentration konnten andere Sul 
Autoren®* bei anderen alkalischen Phosphaten ebenfalls nachweisen. | Fo 

Ahnlich wie bei der sauren Phosphatase aus Schweineleber sind | >a! 
auch bei der Hydrolyse von Monophenylphosphat durch alkalische } VO 
Rinderleberphosphatase die pu-Aktivititskurven bei niedriger Substrat- | "st 
konzentration nicht ausgeprigt, d.h. die V,-Werte sind iiber den ge- bei 
priiften pa-Bereich — px 8,1 bis 10,5 — ungefahr gleich. Erst mit stei- | ™!¢ 
gender Konzentration des Substrates bildet sich die typische py-Akti- | ‘et 
vitaétskurve aus (Abb. 1b). Mo 

Wird die Affinitat — nach Line weaver und Burk’ errechnet — als |, We 
Funktion des pu-Wertes aufgetragen, so zeigt sich, daB bei der alkalischen | ™® 
Phosphatase aus Rinderleber die Affinitit des Enzyms zum Substrat mit akt 
dem Ansteigen der Hydroxylionenkonzentration bis px 9,2 zunimmt und Gri 
bei héherer Hydroxylionenkonzentration etwa gleich bleibt (Abb. 2b). Un 


4 J.S. Friedenwald u. G. D. Maengwyn-Davies in W.D. McElroy u.}| — 
B. Glass, The Mechanism of Enzyme Action, 8. 191, Johns Hopkins Press, Bal- 
timore 1954. 

5 K. Asakawa, J. Biochemistry [Tokyo] 11, 143 [1929]; E. Jacobsen, | E.] 
Biochem. Z. 249, 21. [1932]; 267, 89 [1933]; S.J. Follay u. H. D. Kay, Bio- 
chem. J. 29, 1837 [1935]; J. van Thoai Nynen, J. Roche u. M. Roger, Bio- 
chim. biophysica Acta [Amsterdam] 1, 61 [1947]. 
® R. K. Morton, Biochem. J. 65, 674 [1957]. 
7 H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 156 
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156, 365 [1944]; R. K. Morton, Biochem. J. 61, 232 [1955]. 
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Die Erscheinung der Abhangigkeit des py-Spaltungsoptimums der 
alkalischen Phosphatase von der Substratkonzentration hat nach unserer 
Auffassung zwei Ursachen: 

Wie wir zeigen konnten§, sind zweiwertige Metallionen fiir die Aktivi- 
tit der alkalischen Phosphatase unbedingt erforderlich. Sie vermitteln die 
Bindung des Esters an das Enzym und sind gegenseitig austauschbar. 
Mit steigender Hydroxylionenkonzentration werden sie als Hydroxyde 
ausgefallt. Diese Fallung, z. B. von Magnesium-, Mangan- oder Kobalt- 
ionen, kann durch die Gegenwart von Monophenylphosphat zunichst 
verhindert werden und tritt erst bei hsherem px auf. Damit wird erreicht, 
daB zerfallbares Zwischenprodukt in einem pu-Bereich vorliegt, in dem die 
Hydrolyse beschleunigt vor sich geht. Der Effekt hiervon ist eine Ver- 
schiebung des pa-Wirkungsoptimums in den stirker alkalischen Bereich. 

Ferner glauben wir, daB bei der Ausbildung der py-Wirkungs- 
optima die Stabilitét des Enzyms in Abhangigkeit von der Wasser- 
stoffionenkonzentration, d.h. das py-Bestaindigkeitsoptimum, eine Rolle 
spielt. Mit steigender Hydroxylionenkonzentration nimmt die Stabilitat 
des Enzyms rasch ab*. Durch die Ausbildung eines Substrat-Metall- 
Enzym-Komplexes kann die Stabilitat des Enzyms erhéht werden. 
Diese Tatsache diirfte zu der aufgezeigten Erscheinung der Abhingig- 
keit der Lage des px-Wirkungsoptimums von der Substratkonzentra- 
tion beitragen. Die Gegenwart von Magnesiumionen allein reicht hier- 
zu, wie Portmann?? angenommen hat, nicht aus". 

Aus dem Verlauf der Kurve, die die Affinitaét des Enzyms zum 
Substrat wiedergibt, kann geschlossen werden, daB das Substrat in der 
Form des zweiwertigen Anions (RO-PO{?) mit dem Enzym die spalt- 
bare Zwischenverbindung bildet. Im px-Bereich optimaler Affinitit, 
von pu etwa 9,2 an, liegt das Substrat als Dianion vor*. Charakte- 

ristisch fiir die Kurve der Abb. 2b ist das Auftreten einer Diskontinuitat 
bei etwa pu 9,2. Die gleiche Erscheinung zeigt sich bei Untersuchungen 
mit anderen alkalischen Phosphatasen, wie denjenigen des Darms und 
der Brustdriisen® 112, Auf Grund der Uberlegungen von Dixon" hat 
Morton® dargelegt, daB diese Stelle der Kurve — px 9,2 — dem pu- 
Wert der aktiven Gruppe des Enzyms entspricht. Die Autoren mut- 
maBen daraus — dieser Auffassung schlieBen wir uns an —, da das 
aktive Zentrum des Enzymproteins einer NH,- bzw. phenolischen OH- 
Gruppe entspricht, was in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von 
Untersuchungen, die mit proteingruppenspezifischen Reagenzien durch- 
gefiihrt wurden, steht}*. 


8 J. Riehl, diese Z. 312, 249 [1958]. 

® E. Bamann, J. Riehl u. C. GéBwein, in Vorbereitung; H. Albers, 
E. Beyer, A. Bohnenkamp u. G. Miller, Chem. Ber. 71, 1913 [1938]. 

10 P, Portmann, diese Z. 809, 87 [1957]. 

11 M. Dixon, Biochem. J. 55, 161 [1953]. 

12 J. Roche u. H. Sarles, Bull. Soc. Chim. biol. 36, 491 [1954]. 

13 J. W. Sizer, J. biol. Chemistry 145, 405 [1942]; S.G. Gould, ebenda 
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Die Aktivitét der ,sauren und ,,alkalischen“ Phosphatase” 
in Beziehung zur Reaktionstemperatur 





Zunachst wurde der Einflu8 der Temperatur auf die Aktivitét der sauren 
und alkalischen Phosphatase aus Schweine- und Rinderleber beim py-Optimum 
(px 5,5 bzw. 9,8) iiber einen Temperaturbereich von 10 bis 65° untersucht (Abb.3), 
Dann variierten wir die Wasserstoffionenkonzentration und ermittelten die Ab. — 
hangigkeit der Aktivitaét von der Temperatur in py-Bereichen von 5,0 bis 6,3 
bzw. 8,0 bis 10,3 durch Messung bei 20, 30 und 40° (Abb. 4). 









15 


Abb. 3. Abhangigkeit der Reaktions. 
geschwindigkeit von der Temperatur 
bei saurer (@) bzw. alkalischer (0) 








A 10 Phosphatase aus Schweine- (—) bzw. | 
, Rinderleber (- - - -). — Monopheny|. | 
is phosphat als Substrat. 
= Die Ansitze enthielten in 20 cm’; 
= Ester in 0,04m Lésung; Schweine- 
895 leberenzym 2,0 Ph.E.-[e];,,; bzw. 1,0 
x Ph.E.-[e], oder Rinderleberenzym 0,9 
s Ph.E.-[e];,, bzw. 1,9 Ph.E.-[e],; 8 cm! 





lm Citrat-Puffergemisch, py 5,5, bzw. 
8 em*® 2,5n Ammoniak/Ammonium. 
- - - - chlorid-Puffer, py 9,8; Inkubation 15 
i i. Min. bei der angegebenen Temperatur. | 





























Das Temperatur-Wirkungsopiimum liegt im sauren Milieu bei 45° 
im alkalischen bei 48°. Bis zu dieser Temperatur erleiden die Enzyme 
innerhalb von 6 Stdn. kaum einen Aktivititsverlust. Bei héheren Tem- 
peraturen werden die Enzympraparate zunichst langsam und dann sehr 
schnell denaturiert. Bei 60° ist nach 5 Min. in beiden Fallen keine Akti- 
vitéit mehr nachweisbar. 

Der sich aus diesen Versuchen ergebende Temperaturkoeffizient 
(Qi) betrigt im Bereich von 10° bis 40° fiir saure Phosphatase 2,1, 
fiir alkalische Phosphatase 1,8. Mit weiter steigender Temperatur 
weicht @,, betrichtlich von diesen Werten ab. 

In dem gepriiften pu-Bereich bleiben die Q,)-Werte und die mit 
Hilfe der Arrheniusschen Gleichung errechneten Aktivierungsenergien 
konstant (Abb. 4) und betragen fiir saure Phosphatase 12,6 keal/Mol 
und fiir alkalische Phosphatase 10,4 kcal/Mol. Die sich oberhalb 
von 40° ergebenden Abweichungen des Reaktionsablaufes von der 
Arrheniusschen Bedingung erkliren sich aus der anfangs langsamen, 
dann aber rasch erfolgenden Hitzeinaktivierung der Enzyme. 


Durch linger dauerndes Einfrieren der Enzympriparate (48 Stdn. 
bei —10°) und anschlieBendes Auftauen erfolgt sowohl bei saurer als 
auch bei alkalischer Phosphatase aus Schweine- und Rinderleber eine 
Steigerung der urspriinglichen Aktivitait der Praparate um bis zu 40% © 
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1atase|> bei saurer Phosphatase’ und 80% bei alkalischer Phosphatase. Diese 

' Erscheinung ist durch AufschlieBen von Zellbestandteilen wie Zell- 
- sauren | kernen, Mitochondrien bzw. Mikrosomen, an die diese Enzyme ver- 
ptimum — ankert sind, durch die genannte Vorbehandlung der Enzympriparate 
Abb.3), — pedingt. 
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Akti.| Abb. 4. Lineare Beziehung zwischen log Enzymaktivitét und dem reziproken 
Wert der absoluten Temperatur (T) bei saurer (a) bzw. alkalischer (b) Schweine- 
leberphosphatase und saurer (c) bzw. alkalischer (d) Rinderleberphosphatase bei 
izient} verschiedener Wasserstoffionenkonzentration. — Monophenylphosphat als Substrat. 
5 2] Die Zahlen an den Kurven geben die py-Werte an. 

nila Die Ansatze enthielten in 20 cm*: Ester in 0,04m Lésung; Schweineleberenzym 
| 2,0 Ph.E.-[e];,; bzw. 1,0 Ph.E.-[e], oder Rinderleberenzym 0,9 Ph.E.-[e];,; bzw. 
1,9 Ph.E.[e]>; 8 cm? lm Citrat-Puffer bzw. 2,5n Ammoniak/Ammoniumchlorid- 
Puffer der angegebenen py-Stufe; Inkubation 30 Min. bei der angegebenen 
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- der Nach unseren Untersuchungen miissen fiir das Zustandekommen 





men,| der Enzym-Substrat-Verbindung fiir die alkalische Phosphatase zwei 
| Voraussetzungen gegeben sein: Erstens das Vorhandensein einer sauren 
Funktion im Phosphorsiurerest des Esters!*, zweitens die Gegenwart 


stdn. 
r als  ZWeiwertiger Metallionen im Reaktionsmilieu® 1°. Dies fiihrt zu der 
eine  Daheliegenden Annahme, daf die Bindung des Substrates an das Protein- 


40% I : 4 §, Bamann u. J. Riehl, Chem. Ber. 88, 1556 [1955]. 
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molekiil primar iiber zweiwertige Metallionen erfolgt, also einen ihn. — 
lichen Vorgang darstellt, wie er von anderen Autoren bei Enolase, Car. © 
boxylase, Aminopeptidase oder Lecithinase!* als wahrscheinlich erkannt — 
wurde. Diese Annahme wird wesentlich durch die Tatsache gestiitzt, da} — 
einerseits die optimale Metallionenkonzentration vom Chelatbildungsver. — 
mégen des jeweiligen Metalls abhingt® und andererseits die Lage des — 


pu-Optimums von der Natur des Metallaktivators mitbestimmt wird‘, 

Uber die Art der Bindung des Substrates an das Metall geben uns 
unsere Beobachtungen, da erstens der Ester in Form des zweiwertigen 
Anions (RO-PO;°) von dem Enzym gebunden wird und zweitens die 
Affinitat der Substrate zu den Enzymen mit steigender Aciditit der 


Phosphorsaureester zunimmt?®1’, AufschluB. Deutet schon dieses Ver. | 


halten darauf hin, daB es sich um Komplexbindungen handelt, so wurde 
durch die Untersuchungen von Cohn?%, welcher durch Messung der 
paramagnetischen Resonanzabsorption die Ausbildung von Komplexen 
zwischen Mangan und Phosphorsiiureestern nachwies, hierfiir der exakte 
experimentelle Nachweis erbracht. 

Eine besondere Stiitze dieser Uberlegungen sehen wir ferner in den 
eingehenden kinetischen Studien von Bamann und seiner Schule!® 2°, 
deren Ergebnisse mit Phosphatase-Modellen (wie Cer-, Lanthan- und 
anderen Metallionen) den Befunden mit Phosphatasen parallel gehen. 
Diese Parallele hat jedoch ihre Grenzen, wenn man die Rolle des Pro- 
teins ins Auge faBt. Es fallt nimlich auf, daB gerade die fiir die Aktivitat 
der alkalischen Phosphatase in Frage kommenden und gegenseitig aus- 
tauschbaren Metallionen®, wie Magnesium-, Mangan-, Kobalt- und 
Zinkionen, allein keine oder nur sehr geringe phosphatatische Aktivitat 
aufweisen. Der Wirkungsmechanismus des Enzyms ist daher nur zu 
verstehen, wenn man ihn unter dem Gesichtspunkt des Zusammen- 
wirkens von Metall und Enzymprotein sieht. Es liegt nach unserer 
Auffassung die vornehmliche Bedeutung der Metallionen in der Ver. 
mittlung der Bindung zwischen dem Substrat und dem Enzymprotein. 
Erst in zweiter Linie ist dabei die durch die Bindung an das Metall 
eintretende Elektronenverschiebung innerhalb des Substratmolekiils 
und die dadurch bedingte Positivierung des Esterphosphoratoms ins 


15 J. Bergen u. M. J. Johnson, J. biol. Chemistry 180, 641 [1939]; D. E. 
Green, D. Herbert u. V.Subrahmanyan, ebenda 188, 327 [1941]; O. War- 
burg u. W. Christian, Biochem. Z. 310, 384 [1942]; P. C. Zamecnik, L. E. 
Brewster u. F. Lipmann, J. exp. Medicine 85, 395 [1947]. 

16 J. Riehl, E. Bamann u. W. Stadelmann, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. 
pharmaz. Ges. 291/63, 628 [1958]. 

17 KE. J. King u. G. E. Delory, Biochem. J. 38, 1185 [1939]; G. E. Delory 
u. E. J. King, ebenda 87, 547 [1943]; G. E. Delory, G.S. Wiberg u. M. He- 
therington, Canad. J. Biochem. Physiol. 33, 539 [1955]. 

18 M.Cohn in W. D. McElroy u. B. Glass, The Mechanism of Enzyme 
Action, 8S. 246, Johns Hopkins Press, Baltimore 1954. 

19 EK. Bamann, J. Riehl u. R. Nicolai, Biochem. Z. 828, 12 [1956]. 

20 EK. Bamann, H. Trapmann u. F. Fischler, Biochem. Z. 826, 89 
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[1954/55]; E. Bamann u. W.-D. Miitterlein, Chem. Ber. 91, 471, 1322 [1958]. 





la 








18 (1960) 4 


en iihn. © 
se, Car. © 
erkannt — 
zt, dag © 
ngsver. 7 


age des — 
- doch geben unsere Befunde bei der enzymatischen Hydrolyse von Alkyl- 


; wird’ 
eN. uns 
ertigen 
ons die 
ait der 


28 Ver. | 


wurde 
ng der 
plexen 
exakte 


in den 
9, 
je 19,20 


- und 
yehen. 





3 Pro- 
ivitit 
y aus. 

und 
ivitat 
ur zu 
men- 
iserer 

Ver- 
»tein. 
[etall 
ekiils 
s ins 





, 89 
158]. 


Bd. 318 (1960) Zur Spezifitat der Phosphatasen, V 145 
Auge zu fassen, die jedoch bei dem Reaktionsmechanismus der reinen 
Metallionen-Katalyse von Bamann die entscheidende Rolle spielt. 
Wir nehmen ferner an, daB eine weitere Bindung des Substrates, 
wohl iiber das durch die Struktur des Esters partial negativ geladene 
Ester-Sauerstoffatom, durch einen Elektronenacceptor am Enzym- 
protein erfolgt. Hierfiir liegt zwar noch kein experimenteller Beweis vor, 


estern, wonach die Affinitat mit zunehmender Kettenlinge des organischen 
Esterrestes von Butyl- zum Octylester abnimmt und die Zerfallsgeschwin- 
digkeit langsamer wird bzw. Ester von sekundaren und hydroaromatischen 
Alkoholen langsamer als primire Ester hydrolysiert bzw. als unspaltbar 
gefunden werden, einen gewichtigen Hinweis’®1*. Ist doch bei diesen Er- 
scheinungen daran zu denken, daf infolge sterischer Hinderung jene 
Wechselwirkung mit dem Elektronenacceptor im Protein erschwert wird. 

Das so gebildete Intermediirprodukt unterliegt dem Angriff eines 
nucleophilen Reagenzes am Esterphosphoratom, das einerseits durch 
das semipolar gebundene Sauerstoffatom, andererseits — wie bereits 
erwihnt — durch die Bindung des Esters an das Metallatom eine 
positive Partialladung tragt. Den Arbeiten verschiedener Autoren” ist 
zu entnehmen, da8 das dipolare, durch das Enzym aktivierte Wasser- 
molekiil bei der enzymatischen Verseifung von Ester- und Peptid- 
bindungen das nucleophile Agens bildet. Durch die Ubertragung des 
Elektronenpaares des Wasser-Sauerstoffatoms auf das Esterphosphor- 
atom wird die Lésung der P-O-Bindung geférdert. Wird eine elektrophile 
Gruppe in den organischen Rest des Estermolekiils eingefiihrt, so ist dies 
mit einer Erhéhung der positiven Ladung am Phosphoratom verbunden. 
Damit wird die Anlagerung des nucleophilen Reagenzes und der damit 
konformgehende Zerfall des gebildeten Zwischenproduktes beschleunigt. 

Das Enzym vereinigt unter diesen Voraussetzungen in sich sowohl 
Saiure- wie Basennatur und der Reaktionsmechanismus besteht in einer 
gleichzeitigen Saiure-Basen-Katalyse unter Aktivierung von Acceptor- 
und Donatormolekiil. 

Wir schlagen folgende Formulierung fiir den Reaktionsmechanis- 
mus der alkalischen Phosphatase vor: 
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a D. B. Taylor, Enzymologia [Den Haag] 2, 310 [1938]; K. J. Laidler u. 
J. P. Hoare, J. Amer. chem. Soc. 71, 2006 [1949]; 72, 2489 [1950]; D. E. Kosh- 
land u. E. B. Herr, J. biol. Chemistry 228, 1021 [1957]. 
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Die Hydrolyse von Phosphorsiiureestern durch saure Phosphatasen 
diirfte einem aihnlichen Mechanismus unterliegen. Vor allem, daB die 
Esterbindung an der Phosphor-Sauerstoffbindung (C-O-P) gelést wird 
und nicht wie bei der durch Wasserstoffionen katalysierten Hydrolyse 
an der Kohlenstoff-Sauerstoffbindung*, laBt diese Annahme gerecht. 
fertigt erscheinen. Vorerst kann aber nicht gesagt werden, ob cine 
komplexe Metallbindung oder eine andere Bindungsform die primare 
Verankerung des Esters an das Enzym vermittelt. 


Wir sind uns bewuBt, daB der aufgezeigte Reaktionsmechanismus 
noch mancher Untermauerung bedarf, doch sehen wir in ihm eine 
brauchbare Grundlage fiir weitere Untersuchungen iiber die Natur und 
den Mechanismus tierischer wie pflanzlicher Phosphatasen. 


Beschreibung der Versuche 


Substrate: Glycerin-£-phosphorsaure als Na,C,H,0,P-5H,O (Merck). 
MonophenylIphosphat als Na,C,H,0,P-H,O, dargestellt nach Asakawa”. _ 
Die verwendeten Substrate waren praktisch. frei von anorganischem Phosphat. 

Enzympraparate: Als Enzympriaparate, enthaltend ,,saure‘‘ bzw. ,,alka- 
lische‘‘ Phosphatase, dienten dialysierte Autolysate aus Schweine- und Rinder-. 
leber: 1 Tl. Leberhackbrei + 3 Tle. dest. Wasser + Toluol wurden 72 Stdn. bei 
Zimmertemperatur autolysiert; das Zentrifugat wurde 72 Stdn. in Kunststoff- 
schlauchen gegen dest. Wasser dialysiert und anschlieBend die wirkungslose Aus- 
flockung abgetrennt. 

Die phosphatatische Wirksamkeit der Enzympraparate wird in Einheiten 
nach Bamann und Riedel* angegeben. 

Ansatze: Die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches ist jeweils bei den 
einzelnen Abbildungen angegeben. Die Reaktionsgemische wurden in Schiittel- 
kolben unter leichtem Schiitteln bei der jeweils angegebenen Temperatur gehalten. 
Die Versuche sind in einem Thermostaten durchgefiihrt, der es gestattet, die 
Temperatur auf +0,01° konstant einzustellen. 

Die zu den einzelnen Reaktionszeiten entnommenen Analysenproben be- 
trugen 5 cm*. Die Messung der abgespaltenen Phosphorsaure erfolgte nach voraus- 
gegangener EnteiweiBung mittels Trichloressigsiure nach Schriever, Bamann 
und Toussaint?5. 


Zusammenfassung 


1. Die py-Aktivititskurven der sauren und alkalischen tierischen 
Phosphatasen sind sowohl beziiglich ihres Verlaufes als auch der Lage 
der pu-Wirkungsoptima von der Substratkonzentration abhangig. 

2. Eine starke und charakteristische Abhingigkeit vom px des 
Reaktionsmilieus zeigt auch die Affinitit der beiden Enzyme zum 
Substrat: Die Affinitaét der sauren Phosphatase fallt mit abnehmender 
Wasserstoffionenkonzentration rasch ab und erreicht bei pu etwa 5,2 


22M. Cohn, J. biol. Chemistry 180, 771 [1949]. 

© Asakawa, J. Biochemistry [Tokyo] 10, 157 [1928]. 

*4 EK. Bamann u. E. Riedel, diese Z. 229, 125 [1934]. 

25 K. Schriever, E. Bamann u. R. Toussaint, Dtsch. Apotheker-Ztg. 97, 
889 [1958]. 
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einen konstanten Wert. Die Affinitaét der alkalischen Phosphatase 
nimmt zunichst mit steigender Hydroxylionenkonzentration zu, um 
bei po etwa 9,2 einen konstanten Wert anzunehmen. Auf Grund der 
theoretischen Ableitung von Dixon!? wird aus diesem Befund ge- 
schlossen, daB das aktive Zentrum der alkalischen Phosphatase eine 
NH,- oder phenolische OH-Gruppe ist. 

3. Die Temperatur-Wirkungsoptima der Enzyme betragen fiir alka- 
lische Phosphatase 48°, fiir saure Phosphatase 45°. Die Aktivierungs- 
energien liegen im Falle der alkalischen Phosphatase bei 10,4 keal/Mol, 
im Falle der sauren Phosphatase bei 12,6 kcal/Mol und sind im pu- 
Bereich 8,0 bis 10,3 bzw. 4,0 bis 6,3 konstant. 


4. Der Reaktionsmechanismus der tierischen Phosphatase wird 
diskutiert. 


Summary 


1. Both the shape and optimum of the px activity curves of 
animal acid and alkaline phosphatases depend on the substrate con- 
centration. 

2. The affinity of both enzymes for the substrate also shows a 
marked and characteristic dependence on the pu of the reaction 
medium. The affinity of the acid phosphatase decreases rapidly with 
the hydrogen ion concentration and reaches a steady value at about 
pu 5.2. The affinity of the alkaline phosphatase increases with the 
hydroxyl ion concentration until it reaches a constant value at py 9.2. 
Using the theoretical derivation of Dixon?’, it is concluded from these 
findings, that the active centre of the alkaline phosphatase is an NH,- 
or phenolic OH-group. 

3. The temperature activity optima of the enzymes are 48°C for 
the alkaline and 45° C for the acid phosphatase. The activation energies 
are about 10.4 kcal/mol. for the alkaline and about 12.6 kcal/mol. for 
the acid phosphatase. They are constant between px 8.0 to 10.3, and 
between pu 5.0 to 6.3 respectively. 

4. The reaction mechanism of animal phosphatase is discussed. 


Dr. J. Riehl, Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitat 
Miinchen, Pettenkoferstr. 14a. 
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Nichtenzymatische Reaktionen 


zwischen a-Amino- und a-Ketosaduren, II’ 


Durch Kupfer(II)-Ionen und Pyridin katalysierte Umsetzungen 
zwischen a@-Aminosaduren und Pyruvat 
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(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Oktober 1959) 


Unter den zahlreichen und mannigfaltigen biochemischen Reak- 
tionen haben besonders diejenigen immer wieder groBes Interesse ge- 
funden, bei denen C—C- bzw. C—N-Bindungen gekniipft oder gelést 
werden. Zu diesen gehéren u. a. die oxydative und nichtoxydative De- 
carboxylierung von «-Amino- und «-Ketosiiuren, die Transaminierung 
zwischen beiden sowie die oxydative Desaminierung von x-Aminosiuren. 

Am Beispiel der Pyridoxalkatalysen ist hinreichend bewiesen wor- 
den*, daB es notwendig sein kann, fiir verschiedenartige Umsetzungen 
beim Reaktionsstart gemeinsame oder dihnliche Reaktionsmechanismen 
anzunehmen. Als kiirzlich gezeigt werden konnte!, daB es der Mit- 
wirkung von Pyridoxal nicht bedarf, um Aminogruppen zu transferie- 
ren, bestand zugleich die Aussicht, die metallionenkatalysierte Trans- 
aminierung durch Komplexbildung zu verstiirken und weitere Sekundir- 
reaktionen auszulésen. Das hat sich in mehrfacher Hinsicht bestitigt. 


A. Transaminierung 

Wie Versuche zeigten, sind eine Reihe tert. Basen in der Lage, 
durch Komplexbildung die transaminierende Wirkung des Kupferions 
zu steigern. Einstweilen wurden simtliche Messungen mit Pyridin aus- 
gefiihrt. In Tab. 1 sind an einigen Beispielen die Umsatze angegeben, 
wie sie unter den schon friiher angewandten Versuchsbedingungen, jetzt 
aber auch in Gegenwart von 10% Pyridin in neutraler Lésung erzielt 
wurden. Ihr ist zu entnehmen, da8 zum Teil betrichtliche Aktivitits- 
steigerungen erfolgt sind. 

Dabei ist die relative Zunahme bei den ohnehin leicht trans- 
aminierenden basischen Aminosiuren naturgemi8 am geringsten. Wie 
groB sie dennoch auch bei diesen sein kann, beweisen die Umsitze 

1 T. Mitteil.: H. Mix, diese Z. 315, 1 [1959]; in Abb. 3c der I. Mitteil. (S. 8) 


sind die Abszissenwerte 1,0 bis 4,0 zu andern in: 0,25, 0,5, 0,75 und 1,0. 
2 J. B. Longenecker u. E. E. Snell, J. Amer. chem. Soc. 79, 142 [1957]. 
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bei 37°, wo die 24-Stdn.-Werte nicht nur bei den neutralen und sauren, 
sondern auch bei den basischen Aminosiuren bereits nach 2 Stdn. z.T. 
erheblich tibertroffen sind. Interessant ist ferner, daB, sobald Pyridin 
mitwirkt, sich die relativen Geschwindigkeiten zwischen Arginin und 
Lysin umkehren. Hiermit im Zusammenhang diirfte die Beobachtung 
stehen, daB eine Umkehrung zwischen beiden auch dann eintritt, wenn 
der Ubergang vom sauren ins basische Milieu erfolgt?. 


Tab. 1. % gebildetes Alanin bei der Transaminierung von 2 mMol Brenztrauben- 
siure mit je 1 mMol der angegebenen Aminoséure und 0,5 mMol CuSO, in einem 
Gemisch von 90 cm® Britton-Robinson-Puffer und 10 cm? Pyridin bei pq7. 





Temp. 70° Temp. 37° 





ohne mit |Zyunahme|| ohne 


Pyrid. | Pyrid. |"um das || Pyrid. mit Pyridin 











2 Stdn. |2Stdn. | *fache lo4 Stan.| 2 Stdn. | 4 Stdn. | 6 Stdn. 
Ornithin. .... 65,2 67,4 1,03 35,7 48,0 63,0 71,5 
Arginin ..... 27,4 41,6 1,52 17,3 18,2 30,5 37,6 
MOULD rao cd as 26,1 44,4 1,70 15,7 27,9 bs ee 47,6 
a«-Aminobuttersaure 6,8 36,0 5,30 4,3 7.7 14,8 19,1 
Methionin .... 5,4 33,7 6,24 2,6 12,6 19,7 23,8 
Asparagin . .. . 7,8 21,4 2,74 5,4 4,5 6,8 8,1 
Asparaginséure . . 4,6 32,6 7,10 3,9 4,5 9,7 13,3 
Glutaminséure . . 5,4 27,5 5,30 3,7 6,9 12,7 16,8 


























B. Transaminierung und oxydative Desaminierung 


Die gleichzeitige Freisetzung von Ammoniak und Kohlendioxyd aus Amino. 
siuren ist ein seit langem bekannter Vorgang, der schon von Strecker? mit Hilfe 
von Alloxan, von Ruhemann‘ mit Ninhydrin und von Traube® durch Isatin 
ausgelést wurde. Spater kamen entsprechende Umsetzungen mit Methylglyoxal, 
Glucose und Ketosauren hinzu®. Dariiber hinaus wandelte Langenbeck’ durch 
Einschalten von Wasserstoffacceptoren und unter Anwendung des Prinzips der 
,systematischen Aktivierung‘‘® die Isatinreaktion in einen katalytischen Vorgang 
um. In neueren Versuchen gelang es, die oxydative Desaminierung von Amino- 
siuren bzw. von einigen ihrer Ester zu katalysieren, und zwar durch o-Chinone 


3 A. Strecker, Liebigs Ann. Chem. 123, 363 [1862]. 
48. Ruhemann, J. chem. Soc. [London] 97, 2025 [1910]; 99, 792, 1486 
[1911]. 

5 W. Traube, Ber. dtsch. chem. Ges. 44, 3145 [1911]. 

6 C. Neuberg u. M. Kobel, Biochem. Z. 185, 477 [1927]; 188, 197 [1927]; 
Sh. Akabori, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 143 [1933]; W. Langenbeck u. R. Hut- 
schenreuter, Z. anorg. allg. Chem. 188, 1 [1930]; R. M. Herbst u. L. L. Engel, 
J. biol. Chemistry 107, 505 [1934]; R. M. Herbst, J. Amer. chem. Soc. 58, 2239 
[1936]; Advances in Enzymol. 4, 73 [1944]. 

7 W. Langenbeck, Ber. dtsch. chem. Ges. 60, 930 [1927]. Zusammenfas- 
sungen: W. Langenbeck, Die organischen Katalysatoren und ihre Beziehungen 
zu den Fermenten, 2. Aufl., Springer-Verlag, Berlin 1949, S.29; H. Mix u. 
W. Langenbeck, Ergebn. Enzymforsch. 18, 250 [1954]. 

8 W. Langenbeck, R. Hutschenreuter u. R. Jittemann, Liebigs Ann. 
Chem. 485, 53 [1931]. 
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allein oder zusammen mit Metallsalzen®, durch Komplexbildung mit Salicyl. 
aldehyd und Nickel oder Kupfer! und schlieBlich durch Pyridoxal!! bzw. Benzol- 
homologe des Pyridoxals!*. Neuerdings lieferten auch Nyilasi!® und Krause" 
Beitrage zu diesem Problem. 

Wiahrend die Reaktionslésungen bisher sorgfaltig von Sauerstoff 
freigehalten wurden, um stérende Nebenreaktionen zu vermeiden, sollte 
nunmehr festgestelit werden, ob in Gegenwart von Luft neben der 
Transaminierung auch eine oxydative Desaminierung stattfindet. Die 
ersten beiden Spalten der Tab. 2 zeigen, da8 dabei erhebliche Anderungen 
im Reaktionsverhalten eintreten kénnen. Diese Messungen dienten dem 
Zweck, einen Einblick in die Stickstoffbilanz und in eventuelle Zu- 
sammenhiange zwischen Aminbeweglichkeit und Oxydationsverhalten 
zu bekommen. Da die oxydative Desaminierung unter denselben Be- 
dingungen ablaufen sollte wie die spiter zu besprechende Decarboxy- 
lierungsreaktion, letztere jedoch ihr Wirkungsoptimum bei einer anderen 
Substratzusammensetzung hatte, wurden die Konzentrationen gegen 
friiher etwas verindert. 


Tab. 2. a) % gebildetes Alanin bei der Transaminierung von 0,2 mMol Natrium. 

pyruvat mit je 0,05 mMol der angegebenen Aminosiuren in Gegenwart von 0,05 

mMol CuSO, und 3 mMol Pyridin in 3,5 cm* 0,43m Phosphatpuffer bei py7, Inku- 

bation 2 Stdn. bei 37° unter Stickstoff; b) Bedingungen wie bei a), jedoch unter 

Luft; ¢) % gebildetes Ammoniak bei der oxydativen Desaminierung unter vor- 
stehenden Reaktionsbedingungen. 
































a b c | a b c 
a. 7-Diamino- 
buttersaure . . 4,4] 4,3] 5,8 Po 15,0} 4,6) 4,2 
Ornithin. . ... 55,8 | 54,8 | 13,3 Norvalin .... 14,0} 5,8] 3.6 
ee tam 32,6 | 31,7 | 15,1 a-Aminobuttersre. 11,2} 5,9) 3.6 
Arymm .... 21,0} 5,0] 6,2 eee — — a2 Fe 
Glutaminséure . . | 11,6] 4,8] 6,4 eae 2s GS <4, 4,6] <1 24,0 
Asparaginséure . . 9,6 |<l 5,1 MDS 2a." 5 Se 3,5} 2,1] 10,0 
Asparagin .... 6,7 |<l 9,3 Isoleucin . ... 3,0} 2,8) 1,5 
Methionin . . . . | 13.0] 2,3] 5,3 WM? 0 Ue <1 | <1,0)<1 
Phenylalanin. . . | 12,0] 2,0] 9,7 Histidin .... |<1 |<1,0) <l 


Wie ersichtlich, ist die Transaminierung unter dem EinfluB von 
Sauerstoff teilweise sehr stark vermindert. Es lag nahe, die Differenz 
oder einen Teil derselben in freigesetztem Ammoniak zu suchen. Diese 
Annahme hat sich grundsitzlich bestitigt, wenn auch, wie zu erwarten 
war, mit Einschriinkungen und Besonderheiten. Wie aus Spalte ¢ der 
Tab. 2 hervorgeht, geben simtliche untersuchten Aminoséuren Ammo- 








® B. Kisch, Biochem. Z. 268, 98 [1933]; B. Kisch u. K. Schuwirth, ebenda 
268, 195 [1933]; 268, 158 [1934]; B. Kisch u. U. Hecht, ebenda 271, 424 [1934]; 
K. Schuwirth, ebenda 271, 427 [1934] u. friiher. 

10 P. Pfeiffer, W. Offermannu. H. Werner, J. prakt. Chem. 159,313 [1941]. 

1 P—. E. Metzler u. E. E. Snell, J. biol. Chemistry 198, 353 [1952]. 

12 M. Ikawa u. E. E. Snell, J. Amer. chem. Soc. 76, 653, 4900 [1954]. 

13 J. Nyilasi, Acta chim. Acad. Sci. hung. 15, 51 [1958]; 17, 265 [1958]; 
21, 235 [1959]. 
4H. W. Krause, Chem. Ber. 92, 1914 [1959]. 
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niak ab. Entsprechend den Unterschieden bei der Transaminierung sind 
auch die abgespaltenen Ammoniakmengen weit abgestuft, wobei eine 
gewisse Parallelitat zwischen beiden Vorgiangen vorhanden ist. Anderer- 
seits ergeben sich aber eine Reihe von unerwarteten Befunden. So 
spalten Ornithin und Lysin, die unter Luft und Stickstoff etwa gleich 
gut transaminieren, erhebliche Mengen von Ammoniak ab, dagegen 
bleibt die erwartete starke Ammoniakentwicklung beim Arginin aus. 
Weiterhin erscheint Glycin als Ausnahme, da es zwar nur mabig trans- 
aminiert, aber Ammoniak kraftig entwickelt, was iibrigens einer bereits 
von Kisch?® gemachten Beobachtung vdéllig entspricht. Aber auch 
Serin ist beim Desaminieren etwa dreimal so aktiv wie beim Trans- 
aminieren, so da8 man es beim Glycin und Serin wohl mit einem tiefer- 
greifenden Abbau wiihrend der chelatkatalysierten Oxydation zu tun 
hat; auf diese Méglichkeit deuten die nachfolgenden Carboxylase- 
messungen ebenfalls hin. Die lebhaftere Ammoniakentbindung im Falle 
des Asparagins ist auf die teilweise Hydrolyse des Amids zuriickzufiih- 
ren, da auch unter Stickstoff zur selben Zeit etwa 6—8°% freies Ammoniak 
gemessen wird. 


C. Oxydative und nichtoxydative Decarboxylierung 


Mit der eben behandelten Transaminierung und der oxydativen 
Desaminierung ist die Decarboxylierungsreaktion eng verkniipft. Das 
ist nicht iiberraschend, denn viele der einleitend aufgefiihrten Modell- 
reaktionen verhalten sich ahnlich. So wird wihrend der oxydativen 
Desaminierung zumeist auch Kohlendioxyd abgegeben. 

Da nun die bisherigen synthetischen Katalysatoren fiir den Amino- 
siureabbau, wie Diketone, Aldehyde, Metallchelate u.a., durch den 
Gesamtkomplex «-Ketosiure-Kupfersulfat-Pyridin ersetzbar waren, bei 
Fortlassung einer dieser Komponenten die ~-Aminosiiuren jedoch oxy- 
dativ nicht verindert wurden, war auch mit einer teilweise irreversiblen 
Umsetzung der «-Ketosaéuren zu rechnen. Zu dieser Annahme be- 
rechtigte insbesondere der starke Sauerstoffverbrauch und eine betricht- 
liche Kohlendioxydentwicklung. Dariiber hinaus bewies die in der Reak- 
tionslésung iiberwiegend unversehrt gebliebene Aminosiiure, da® sie 
offenbar als Katalysator bei der oxydativen Decarboxylierung von 
x-Ketosiuren mitwirkt. Natiirlich gibt auch die wihrend der Katalyse 
nebenher desaminierte Aminosiure unter Aufnahme entsprechender 
Sauerstoffmengen Kohlendioxyd ab, und u.U. kann die aus der Trans- 
aminierung hervorgegangene «-Ketosiure leichter zerfallen als die ur- 
spriingliche «-Ketosiure (z.B. Brenztraubensiure); doch die hierdurch 
bedingten Gasumsitze bleiben weit hinter denen der Ketosiureoxyda- 


tion zuriick. 

Im Zusammenspiel mit Metallionen und Basen laufen somit zwischen «- 
Amino- und «-Ketosauren Reaktionen ab, die in der Natur durch zwei verschiedene 
Enzymsysteme, in vitro jedoch von den betreffenden Coenzymen auch allein mehr 


15 B. Kisch, Biochem. Z. 286, 380 [1931]; ebenda 242, 1 [1931]. 
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oder weniger gut katalysiert werden. Wie das Coenzym Pyridoxalphosphat viel. 
faltige spezifische Umsetzungen an «-Aminosauren veranlaBt, sobald es an ver. 
schiedene Apoenzyme gebunden ist?® 1’, lést das Thiaminpyrophosphat gleicher. 
maBen mehrere Reaktionen an «a-Ketosiuren aus!*. Nichtenzymatische Um. 
setzungen mit Hilfe des jeweiligen Coenzyms sind kirzlich von Westheimer 
zusammenfassend beschrieben worden. Neuere Ergebnisse von entsprechenden 
Modellversuchen finden sich 1. c.17:18. Im gleichen Zusammenhang befaBte sich 
Westheimer auch mit dem Einflu8 von Metallionen auf die Decarboxylierung 
von f-Ketosauren!®. Zu diesem Problem gibt es ebenfalls weitere Ubersichts. 
berichte®°. Ganz allgemein ist festzustellen, daB die Modelluntersuchungen zur 
metallionenkatalysierten Decarboxylierung bislang vorwiegend auf die ohnehin 
leichter zersetzbaren #-Ketosiuren beschrinkt blieben. Erst in jiingerer Zeit be. 
richteten Kalnitsky und Mitarbeiter! iiber die nichtenzymatische, durch Man. 
gan(II)- und Kobalt(III)-Ionen ausgeléste Oxydation’ von «-Ketoglutarsaure, wo. 
bei die Manganionen-Katalyse durch einige Aminosauren zusatzlich beschleunigt 
wurde. Neuerdings untersuchte Schellenberger®? in mehreren Arbeiten die 
Decarboxylierung von Brenztraubensaéure durch Aluminiumionen bzw. Basen und 
Aluminiumsalze sowie ganz allgemein den oxydativen und nichtoxydativen Ab. 
bau von «-Ketosiuren durch Metallsalze. 


Nachdem feststand, daB Pyridin die metallionenkatalysierte oxy- 
dative Decarboxylierung zwischen «-Amino- und «-Ketosiuren be- 
schleunigt, wurde diese Reaktion zunichst bei verinderten Pyridin- 
konzentrationen studiert. In Abb. 1 ist die Sauerstoffmenge angegeben, 
die von dem System Aminosiure-Ketosiiure-Kupfersulfat-Pyridin inner- 
halb von 2 Stdn. aufgenommen wurde. Bei gleichbleibender Konzentra- 
tion an Kupfersulfat, Aminosiure und Ketosiure (Molverhiltnis 1:1:4) 
wurde Pyridin, bezogen auf Kupfersulfat, im 10-, 20-, 40-, 60- und 80- 
fachen Uberschu8 verwandt. 


16 K. E. Snell, Physiol. Rev. 38, 509 [1953]; E. Werle, Angew. Chem. 638, 
550 [1951]; 64, 311 [1952]. 

17 K. Knox u. KE. J. Behrmann, Annu. Rev. Biochem. 28, 229 [1959]; M. E. 
Coates u. J. W. G. Porter, ebenda 28, 455 [1959]; M. J. Coon u. W. G. Robin- 
son, ebenda 27, 591 [1958]; C. H. Lushbough u. B.S. Schweigert, ebenda 27, 
326 [1958]; L. D. Greenberg, ebenda 26, 217 [1957]; H. Kamin u. P. Hand- 
ler, ebenda 26, 432, 446 [1957]. 

18 Literatur u. a. bei F. H. Westheimer in P. D. Boyer, H. Lardy u. K. 
Myrback, The Enzymes, 2. Aufl., Acad. Press, New York 1959, Bd. 1, S. 287; I. C. 
Gunsalus in The Mechanism of Enzyme Action, Johns Hopkins Press, Baltimore 
1954, S. 552; L. J. Reed, Advances in Enzymol. 18,333 [1957];S. Ochoa, ebenda 15, 
183 [1954]; M. K. Horwitt, Annu. Rev. Biochem. 28, 411 [1959]; H. P. Sarrett 
u. A. B. Morrison, ebenda 27, 339 [1958]; G. D. Novelli, ebenda 26, 250 [1957]. 

19 F. W. Westheimer in P. D. Boyer, H. Lardy u. K. Myrback, The 
Enzymes, Bd. 1, 8. 262, 270, 288 [1959]. 

20 R. J. P. Williams in P. D. Boyer, H. Lardy u. K. Myrback, The 
Enzymes, Bd. 1, 8.409 [1959]; G. L. Eichhorn in The Chemistry of the Coordination 
Compounds, Reinhold Publishing Corporation, New York 1956, S. 706; A. E. Mar- 
tell u. M. Calvin in ,,Die Chemie der Metallchelat-Verbindungen“, Verlag Chemie, 
Weinheim 1958, S. 373. 

21 J. J. Rackis u. G. Kalnitsky, J. biol. Chemistry 225, 751 [1957]; 
G. Kalnitsky, ebenda 201, 817 [1953]. 

#2 A. Schellenberger u. R. Selke, J. prakt. Chem. [4] 8, 379 [1959]; 
A. Schellenberger u. E. Podany, Chem. Ber. 91, 1781 [1958]; A. Schellenber- 
ger, diese Z. 309, 16 [1957]; W. Langenbeck u. A. Schellenberger, Arch. Bio- 
chem. Biophysics 69, 22 [1957]. 
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Es zeigte sich, daB zur optimalen Wirkung verhiltnismaBig viel 
Pyridin erforderlich ist, und daB die einzelnen Aminosiuren trotz stark 
unterschiedener Aktivitaten anfangs eine nahezu gleichférmige Wir- 
kungssteigerung erfahren. Obgleich auch mit 4mMol Pyridin auf 
0,05 mMol Kupfersulfat das Aktivitiétsmaximum noch nicht ganz er- 


reicht ist, eine entscheidende Verlangsamung jedoch schon bedeutend 
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Abb. 1. Sauerstoffverbrauch von 0,2 mMol Brenztraubensaéure und 0,05 mMol der 

jeweils angegebenen Aminosaure in Gegenwart von 0,05 mMol Kupfersulfat und 

verschiedenen Pyridinmengen in 3,5 cm 0,43m Phosphatpuffer bei py7; Inkuba- 
tion 2 Stdn. bei 37° unter Luft. (0 = Blindversuch ohne Aminosiure.) 


friiher eintritt, wurden alle kiinftigen Messungen in Gegenwart von 
3mMol Pyridin durchgefiihrt. 

Die folgenden Abbildungen veranschaulichen nun den Verlauf der 
oxydativen Decarboxylierung von Brenztraubensiure in Anwesenheit 
von Kupfersulfat, Pyridin und jeweils einer der insgesamt 18 Amino- 
siuren. Wahrend in Abb. 2 der zu verschiedenen Zeiten verbrauchte 
Sauerstoff aufgetragen ist, gibt Abb. 3 das Ausmaf des dabei ent- 
wickelten Kohlendioxyds wieder. 

Man sieht, daB sich die Aminosiuren fast gleichmaBig auf den ge- 
samten Bereich zwischen Hemmung und starker Aktivierung verteilen. 
Dabei ist bemerkenswert, daB im Gegensatz zur Transaminierung jetzt 
einige neutrale Aminosiuren, und zwar Methionin, Glycin, Phenyl- 
alanin und Leucin mit sechs- bis neunfachen Beschleunigungen an der 
Spitze stehen. Andererseits bestitigen Valin und Histidin durch perma- 
nente Hemmung auch bei dieser Katalyse ihre Ausnahmestellung?. 
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Interessant ist ferner die Reihe der basischen Aminosiuren, in derf) at 
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vollstandigt wird das Wirkungsspektrum durch einige neutrale Amino.| 
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Abb. 2. Sauerstoffaufnahme Abb. 3. Kohlendioxydentwicklung 


bei der oxydativen Decarboxylierung von 0,2 mMol Brenztraubensaure in Gegen- 

wart von 0,05 mMol der jeweiligen Aminosiure, 0,05 mMol Kupfersulfat und 

3,0 mMol Pyridin in 3,5 em 0,43m Phosphatpuffer bei py7 zu verschiedenen Zeiten 

bei 37° unter Luft. («-ABS = «-Amino-buttersiure; «.y-DABS = «.y-Diamino- 
buttersiure; 0 = Blindversuch ohne Aminosaure.) 


Sieht man beim Vergleich vom Glycin ab, dann ist die Reihenfolge 
der Aminosiuren in Abb. 3 mit der in Abb. 2 nahezu identisch. Die 
Tatsache, da die Respirationsquotienten bei allen Messungen in engen 
Grenzen iibereinstimmen, mag als Hinweis angesehen werden, daB dem 
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_ in der} jatalytischen Umsatz stets der gleiche Vorgang zugrunde liegt. Ledig- 
JrnithinF jjch Glycin scheint dabei selbst starker abgebaut zu werden, da in 
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Asp-N4, 


wie, 
L 


A 


j 





Amino. 
e liegen, 
‘ivieren, 


' diesem Fall nur etwa halb so viel Kohlendioxyd abgegeben, wie Sauer- 
’ stoff aufgenommen wird. Es zeigt sich demnach auch hier ein Zusam- 
~ menhang mit den Ergebnissen bei der oxydativen Desaminierung, und 
es. diirfte angebracht sein, das Verhalten des Glycins mit seiner Fahig- 

keit, als einzige Aminosdure Aldimine zu bilden, in Beziehung zu setzen. 
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Die nichtenzymatische Decarboxylierung von «-Keto- und «-Amino- 
siuren braucht nun nicht unbedingt mit einer Oxydation derselben 
gekoppelt zu sein. Bekanntlich kénnen beide unter bestimmten Bedin- 
dungen Kohlendioxyd abspalten und sich in die entsprechenden Alde- 
hyde bzw. Amine umwandeln. Erst kiirzlich wurden neue Versuche 
zur katalytischen Decarboxylierung von «-Aminosiuren mitgeteilt?®. 
In beiden Arbeiten beruhte sie auf einer erleichterten thermischen 
Spaltung, und zwar bei Dose durch die Mitwirkung von aromatischen 


~ 3 K, Dose, Nature [London] 179, 734 [1957]; Chem. Ber. 90, 1251 [1957]; 
M. G. Chatelus, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 248, 690 [1959]. 
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Aldehyden, bei Chatelus unter Beteiligung von Ketonen. Die im Ver. 
lauf unserer Untersuchungen zutage getretene Katalysewirkung deg 
Kupfer(II)-Pyridin-Komplexes bei Umsetzungen zwischen Carbony]- und 
Aminogruppen findet auch an dieser Stelle ihre Fortsetzung. Aus dem 
iiblichen Reaktionsgemisch wird naimlich schon bei 37° unter Stickstoff. 
atmosphire eine nicht unbedeutende Menge an Kohlendioxyd freigesetzt, 
Zwar bleibt noch zu beweisen, aus welcher der beiden méglichen Quellen 
das Kohlendioxyd allein oder iiberwiegend stammt; fest steht jedoch, 
daB in Abwesenheit einer der beiden Siuren keine Gasentwicklung 
eintritt. 

Aus Abb. 4 geht nun ein weiteres Mal hervor, wie spezifisch die 
Aminosauren bei der Freisetzung von Kohlendioxyd wirken, allerdings 
entwickelt sich, wie der Vergleich mit Abb. 3 zeigt, in Abwesenheit 
von Sauerstoff erheblich weniger Kohlendioxyd. Besonders bemerkens. 
wert sind jedoch die Verainderungen, die in der Aufeinanderfolge der 
Aminosauren gegeniiber der oxydativen Decarboxylierung eingetreten 
sind. Demnach ist jetzt Leucin mit Abstand am wirksamsten vor Aspa- 
ragin und Asparaginsiure, welche die bisher so aktiven Aminosiuren 
Methionin und Phenylalanin ebenfalls noch hinter sich gelassen haben. 
Die Reihenfolge der basischen Aminosiuren ist unverandert geblieben, 
dagegen verhilt sich bei den neutralen, von den anfangs erwahnten 
Verschiebungen abgesehen, allein Glycin stark abweichend; es hat nim. 
lich auf die nichtoxydative Decarboxylierung so gut wie gar keinen 

tinfluB. 

Uber den Reaktionsmechanismus, insbesondere iiber die Basen. 
wirkung, sollen kiinftige Untersuchungen AufschluB geben. Immerhin 
besteht Grund zu der Annahme, daf} die in der vorliegenden Arbeit 
beschriebenen Reaktionen einen Zwischenzustand durchlaufen, der eine 
Schiffsche Base aus «-Amino- und «-Ketosiure einschlieBt. 

Fraulein Ingrid Peckruhn und Fraulein Dorit Scholz sind wir fiir fleiBige 


und gewissenhafte Mitarbeit sehr zu Dank verpflichtet. Auch Fraulein Hedwig 
Suhrbier haben wir fiir wertvolle Unterstiitzung zu danken. 


Methodik 


Die Versuche zu den unter Abschnitt A beschriebenen Transaminierungen 
wurden wie friiher beschrieben! durchgefiihrt. Die dortigen Angaben zu den ver- 
wendeten Substanzen und Lésungen gelten auch fiir diese Arbeit. Das neu ge- 
brauchte Pyridin wurde durch Kochen mit Permanganatlésung von Homologen 
befreit, nach dem Trocknen mehrfach fraktioniert destilliert und iiber Atzkali 
auf bewahrt. 

Alle unter B und C beschriebenen Reaktionen wurden in der Warburg. 


Apparatur ausgefiihrt. Dabei wurden Sauerstoffaufnahme und Kohlen.-f' 
dioxydentwicklung manometrisch verfolgt**, die Transaminierung nachf’ 


Papierchromatographie wie iiblich photometrisch bestimmt und die Desaminie- 
rung nach Absorption des Ammoniaks durch Schwefelsiure und Umsatz mit 
Ninhydrin ebenfalls im Photometer festgestellt. 





24 W. W. Umbreit, R. H. Burris u. J. F. Stauffer, Manometric Techni- 
ques, Burgess Publishing Co., Minneapolis 1957, 8. 28. 
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Die Reaktionsgemische wurden in folgender Weise hergestellt: In die 
mit zentralem Einsatz und Seitenarm versehenen Atmungstrége wurden 0,5 cm* 
(lm Kupfersulfat, 0,5 cm® einer 0,lm-Lésung der jeweiligen Aminosaure, 0,5 cm* 
6m, mit Schwefelsiure neutralisiertes, waBr. Pyridin und schlieBlich 1 cm* 1,5m 
Phosphatpuffer nach Sérensen einpipettiert. Ferner wurde in den Seitenarm 
jom® 0,2m Natriumpyruvat eingegeben und der zylindrische Einsatz mit einem 
yielfach gefalteten, den Rand um etwa 0,5 cm iiberragenden, Filterpapier versehen. 
Das Filter wurde mit 0,2 cm* 30proz. Kalilauge getrankt, wenn der Sauerstoff- 
yerbrauch gemessen werden sollte, dagegen wurde es mit derselben Menge kohlen- 
siurefreiem Wasser durchfeuchtet, wenn die entwickelte Kohlensaure zu errechnen 
war. Sollte die Reaktion unter Luft vonstatten gehen, dann wurden jetzt der 
Seitenarm zugestopft, die Manometer aufgesetzt und die ganze Anordnung 20 Min. 
im Thermostaten unter Schiitteln auf 37° temperiert. Fiir den Fall, daB8 Sauerstoff 
der Reaktionslésung ferngehalten werden sollte, wurde der Seitenarmverschlu8 
durch einen Kapillarstopfen ersetzt; fiir die Dauer des Temperierens wurde dann 
iiber diesen fortwihrend ein Strom von hochgereinigtem Stickstoff durch den 
Atmungstrog hindurchgeleitet, von denen zweckmaBigerweise mehrere hinter- 
einander geschaltet waren. Nach 30 Min. wurde dann die Natriumpyruvatlésung 
im Seitenarm durch Neigen der GefaBe mit der Hauptlésung vermischt und damit 
die Reaktion in Gang gesetzt. 

Die Menge des wahrend der oxydativen Decarboxylierung entstandenen 
Kohlendioxyds ergab sich aus der Volumendifferenz, die dadurch entsteht, daB 
Kohlendioxyd einmal absorbiert und einmal mit Sauerstoff zusammen abgelesen 
wird. Samtliche in den Abbildungen wiedergegebenen Werte stellen das Mittel 
aus mindestens 6 Messungen dar. 

Zur Bestimmung der Transaminierung in den Warburg-GeféBen wurde 
die Reaktion zur gewiinschten Zeit durch Zugabe von 0,5 cm’ einer 0,2m-Lésung 
von Athylendiamin-tetraessigsiure abgebrochen. Papierchromatographie und Aus- 
wertung entsprachen der friiheren Vorschrift?. 

Zur quantitativen Bestimmung des Ammoniaks war es notwendig, die 
Versuchsanordnung und -durchfiithrung aus verschiedenen Vorschriften zu kombi- 
nieren und abzuwandeln. Nach systematischen Untersuchungen bewahrte sich 
schlieBlich folgende Methode: Zunachst erforderte die Ammoniakbestimmung 
Atmungstrége mit 2 SeitengefaBen, von denen das eine jetzt zur Aufnahme der 
msatzlich bendtigten 0,5 cm* gesattigten Kaliumboratlésung + 0,25 cm* 0,4m 
Komplexonlésung diente?5. Zugleich wurde der mittlere Einsatz mit dem schon 
erwihnten Faltenfilter aus Papier zum Chromatographieren versehen und dieses 
mit 0,2 cm? 0,4n Schwefelsiure durchfeuchtet?*. Sodann 148t man die Oxydations- 
reaktion in der iiblichen Weise in der Warburg-Apparatur ablaufen. Zur vor- 
gesehenen Zeit vereinigte man die Komplexon-Kaliumboratlésung aus dem Seiten- 
arm mit dem Reaktionsgemisch im HauptgefaB und brach dadurch die Reaktion 
ab. Da das py damit gleichzeitig auf etwa 11 gestiegen war, gelang es, durch weiteres 
vierstiindiges Schiitteln das gesamte vorher entbundene Ammoniak auszutreiben 
und durch das schwefelsaure Filter zu absorbieren. Das Filter wurde anschlieBend 
inein Reagenzglas gebracht und mit 10 cm® bidestilliertem Wasser durch langeres 
Stehenlassen bei Zimmertemperatur ausgewaschen. Von dem Eluat wurden sodann 
aliquote Mengen abgenommen und in kalibrierte Reagenzréhrchen gebracht. 
Nach Hinzufiigen von 1 cm 1m Citratpuffer von px5, enthaltend 0,07 mMol Ka- 
liumcyanid?? und 1 cm* einer Iproz. waBGr. Ninhydrinlésung, erhitzte man die 
derart vorbereiteten Lésungen 35 Min. imWasserbad auf 95°, kiihlte anschlieBend 
in flieBendem Wasser auf Zimmertemperatur ab, fiillte mit bidest. Wasser auf 


25 GC. Cotzias u. J.J. Greenough, Arch. Biochem. Biophysics 75, 15 
(1958). 
26 B. M. Braganca, J. H.Quastel u. R.Schucher, Arch. Biochem. Bio- 
physics 52, 18 [1954]. 
? F.G. Fischer u. H. Bohn, diese Z. 302, 278 [1955]. 
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genau 10 cm*® auf und photometrierte bei 574 my innerhalb der nachsten Stunde 
gegen einen Blindversuch. Die mitgeteilten Werte stellen das Mittel aus jeweils min. 
destens 25 Bestimmungen dar. 


Zusammenfassung 


Bei der Reaktion zwischen «-Aminosiuren und Brenztraubensiure 
in neutraler Lésung in Gegenwart von Kupfer(II)-Ionen und Pyridin 
erfolgte unter Stickstoff in erster Linie Transaminierung, in geringerem 
Umfang Decarboxylierung; unter Sauerstoff traten unterschiedlich 
starke Desaminierung und teilweise sehr kraftige oxydative Decarboxy. 
lierung ein. 

Die Transaminierung einer Reihe von «-Aminosaiuren mit Brenz. 
traubensiure wurde bei 37 und 70° iiber 2, 4 und 6 Stdn. durchgefiihrt 
und mit der durch Pyridin nicht katalysierten Reaktion verglichen. 
AuBerdem wurde die innerhalb von 2 Stdn. bei 37° oxydativ freigesetzte 
Ammoniakmenge an 18 verschiedenen Aminosiiuren nach einer modifi- 
zierten Vorschrift bestimmt. In weiteren Warburg-Messungen wurden 
sowohl das AusmaB der Kohlendioxydentwicklung unter Stickstoff, als 
auch die Sauerstoffaufnahme und CO,-Entbindung unter Luft am 
System Kupfersulfat-Pyridin-Brenztraubensiure und je einer der Amino. 
siuren ebenfalls bei 37° verfolgt. Dabei zeigte sich, daB der Umsatz 
von der Struktur der Aminosiiuren auBerordentlich abhaingig war. 


Summary 


The reaction of «-amino acids with pyruvic acid has been studied 
in neutral solution in the presence of copper ions (IL) and pyridine. In 
a nitrogen atmosphere, mainly transamination occurred with a little 
decarboxylation. In an oxygen atmosphere, varying degrees of de- 
amination were observed and in some cases an extensive oxidative 
decarboxylation. 

The transamination of a series of «-amino acids with pyruvic acid 
was carried out at 37 and 70° for 2, 4 and 6 hours and compared with 
the reaction not catalyzed by pyridine. The amount of ammonia pro- 
duced in two hours at 37° has been determined with a modified method. 
In further Warburg-determinations, the amount of carbon dioxide 
produced under nitrogen and the oxygen uptake and the CO,-pro- 
duction under air have been foiiowed in the system copper sulphate- 
pyridine-pyruvic acid, with each of the amino acids, at 37°. It was 
shown, that the course of the reaction depends largely on the structure 
of the amino acids. 


Dr. Hermann Miz, Deutsche Akademie der Wissenschaften zu Berlin, Institut 
fiir Organische Katalyseforschung, Rostock, Buchbinderstr. 5-6. 
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Maximale antirachitische UV-Aktivierung 
von Haut verschiedener Kérperregionen 
Von 
H. Bekemeier und K. Pfordte 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Halle 
Direktor: Prof. Dr. K. Pohle 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. November 1959) 


In fritheren Versuchen wurde der durch UV-Bestrahlung maximal 
erzeugbare Vitamin-D-Gehalt isolierter Haut ermittelt!. Dabei wurde 
festgestellt, daB sich die Haut verschiedener Spezies zum Teil erheblich 
in ihrer Aktivierbarkeit unterscheidet. So konnten in Schweinehaut 
maximal 64,0 + 29,0 I. E. Vitamin D/cm? erzeugt werden, in Meer- 
schweinchenhaut hingegen nur 1,9 + 1,01. E./em?. Der Vergleich der 
verschiedenen Spezies wurde an Riickenhaut durchgefiihrt. Wir haben 
nunmehr die Haut verschiedener Korperregionen hinsichtlich ihrer maxi- 
malen antirachitischen Aktivierbarkeit untersucht. Die Untersuchung 
wurde verbunden mit einer Verbesserung der Methodik; denn das in den 
friheren Versuchen angewandte Verfahren war aus folgenden Griinden 
unbefriedigend : 


1. Die an die Bestrahlung sich anschlieBende Verarbeitung und Ver- 
fiitterung der Haut war mit einem Wirksamkeitsverlust der Haut- 
suspensionen verbunden, der die Einfiihrung eines mit einem gewissen 
Fehler behafteten Korrekturmafes erforderte!. 


2. Da die Haut zur quantitativen Bestimmung des Vitamin-D-Gehaltes 
an Ratten verfiittert wurde, erwies sich die Ermittlung des Gehaltes 
bei Hautproben mit geringer Vitamin-D-Konzentration aus friiher! 
erérterten Griinden als unmdéglich. 


3. Die Zerkleinerung der Haut mit der Schere war auBerordentlich 
miihsam. 


Methodik 


Préparation und Bestrahlung der Haut erfolgten wie friiher beschrieben!. 
Die bestrahlten Hautstiickchen wurden sodann grob mit der Schere zerstiickelt 
und fiir 17—20 Stdn. erschépfend in der Soxhlet-Apparatur mit Aceton extrahiert. 
Der Extrakt wurde im Vak. zur Trockne eingeengt, der Riickstand in Petrolather 
gelost und mit frisch gegliihtem Na,SO, getrocknet. Nach Abdestillieren des Petrol- 
ithers wurde der Riickstand in antirachitisch inaktivem Pflanzenmischél aufge- 





1 H. Bekemeier u. G. Pfennigsdorf, diese Z. 314, 120 [1959]; H. Beke- 
meier, Acta biol. med. german. 1, 756 [1958]; diese Z. 314, 125 [1959]. 
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nommen. Das auf diese Weise in das 01 iibergefiihrte Vitamin D wurde dure 
Vergleich mit einer éligen D,-Standard-Lésung im prophylaktischen Réntgenteg: 
quantitativ bestimmt. 


Ergebnisse 


Zunachst wurde iiberpriift, ob die mit dieser neuen Methodik er. 
haltenen Werte und die nach dem alten Verfahren durch Hautver. 
fiitterung gewonnenen Angaben voneinander abweichen. Dazu wurde, 
wie friiher Kurven tiber die Abhaingigkeit von UV-Dosis und Vitamin-D. 
Gehalt der Haut ermittelt mit dem Ziel eines Vergleichs der Maxima, 


Tab. 1. Vitamin-D-Gehalt bestrahlter Riickenhaut von Schweinen und Ratten be 
Hautverfiitterung und bei Extraktion mit Aceton. (Zahl der Versuche in Klammern| 














I. E. Vitamin D/cm? 
Spezies bei bei 
Hautverfiitterung Extraktion 
Schweinehaut. .......... 64,0 + 29,0 62,8 + 15,0 
(Tiere im Schlachtgewicht) (9) (6) 
Rattenhaut ......-.225s64.-. 6,1 +. 2,3 §,8+ 1,1 
(Tiere 250—300 g schwer) (8) 4) 








Der Tab. 1 ist zu entnehmen, dab die Ergebnisse beider Methoden 
sehr zufriedenstellend iibereinstimmen. Die méglicherweise vorhanden 
Differenz ist so geringfiigig, daB sie fiir die folgenden Untersuchungen 
vernachlassigt werden kann. 

Nachdem die Methodik iiberpriift war, wurde nunmehr die maximal 
antirachitische Aktivierbarkeit von Haut verschiedener K6rperregionen 
untersucht. Bei einem Vergleich von Riickenhaut mit Bauchhaut bei 
Kaninchen und Ratte enthielt nach Bestrahlung die Bauchhaut nur etwa 
20—30% des Vitamin-D-Gehaltes der Riickenhaut (Tab. 2). 


Tab. 2. Maximaler Vitamin-D-Gehalt von bestrahlter Riicken- und Bauchhaut bei 
Kaninchen und Ratte. 














. : I. E. Vitamin D/cm? 
Spezies Tierzahl 
Riicken Bauch 
Kaninchen (Widder) ....... 1 5,4 1,4 
Ratten (250—300g)........ 4 5,7 0,9 
4 7,2 1,54 
3 is WR 3,4 











Beim Menschen war das untersuchte Hautmaterial weniger ein. 
heitlich, da Riickenhaut nur von jiingeren, Bauchhaut nur von dlteren 


2 H. Bekemeier, G. Pfennigsdorf u. W. Ponsold, Pharmazie 13, 685 
[1958]; Acta biol. med. german. (im Druck). 
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Personen stammte; doch laéBt sich auch hier auf eine Tendenz zur 
héheren Aktivierbarkeit von Riickenhaut schlieBen (Tab. 3). 
Tab. 3. Maximaler Vitamin-D-Gehalt bestrahlter menschlicher Haut verschiedener 
Korperregionen. 
es a aishocettlh I. E. Vitamin 
K6rperregion D/em? 
2jahriger 3 Riicken 26.9 
(Unfall) (Oberarmgegend) — 
[sjahriger 3 Riicken 18.2 
(hohe Amputation bei Unterarmsarkom) (Schultergegend) ‘ 
Hautstiickchen von zwei 3 Leichen 
(64jahriger, Apoplexie bzw. Bauch 4,3 
58jahriger, Magen-Carcinom) 
56jahrige 2 (Collum-Carcinom) Bauch 4,0 
78jahriger 3 one 2 
(Gangrin FuB u. z. T. Unterschenkel) Oberschenkel 1,2 
45jahriger 3 Fated i 6 
(an FuBsohle trophisches Ulcus) Unterachenkel 8,8 








Auffallend war in diesem Zusammenhang, da sowohl beim Ka- 
ninchen als auch beim Menschen eutrophische Haut eine héhere Aktivier- 
barkeit zeigte als dystrophische. So konnten bei Bestrahlung von sehr 
diinner, trockener Riickenhaut eines krinkelnden Kaninchens nur etwa 
11. E. Vitamin D/em? erzeugt werden gegeniiber 2—5,4 I. E./em? bei 
Riickenhaut von gesunden Tieren!. 

Bei dem friiher durchgefiihrten Vergleich verschiedener Spezies! 
wurde festgestellt, daB die maximale Aktivierbarkeit offenbar parallel 
ging mit dem Provitamin-D-Gehalt der Haut. Auch bei den vorliegen- 
den Untersuchungen scheint diese Parallelitit vorhanden zu sein; denn 
nach Miller und Baumann? enthalten die Sterine der Bauchhaut im 
Vergleich mit den Sterinen der Riickenhaut nur etwa 30°, Provitamin D. 
Insgesamt hat es den Anschein, da das Maximum der antirachitischen 
Aktivierbarkeit unter konstanten Bedingungen stets in einem be- 
stimmten Verhaltnis zum Provitamin-D-Gehalt der Haut steht. 


Zusammenfassung 


In der Bauchhaut von Ratten und Kaninchen betrug die Menge des 
durch UV-Bestrahlung pro Flicheneinheit maximal erzeugbaren Vitamin- 
D-Gehaltes im Vergleich zur Riickenhaut nur etwa 20°; etwa gleiche 
Verhaltnisse scheinen auch fiir den Menschen zu gelten. Die Ursache fiir 
die unterschiedliche Aktivierbarkeit ist im unterschiedlichen Provitamin- 
gehalt von Haut verschiedener Korperregionen zu suchen. 


3 W. L. Miller jr.u.C. A. Baumann, Proc. Soc. exp. Biol.Med. 85, 561 [1954]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 318 ll 
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Summary 


The maximum amount of vitamin D produced per unit area, by w.v.. 
irradiation, in the ventral skin of rats and rabbits, was only about 20°, 
of that in the dorsal skin. Approximately the same relationship also 
seems to be valid for humans. The cause of this variation in activity can 
be traced to the different provitamin content of the skin in separate 
regions of the body. 


Dr. H. Bekemeier, Pharmakologisches Institut der Universitat, Halle (Saale), 
Leninstrafe 22a. 
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Uber die Ausscheidung von 17-Ketosteroidsulfaten 
und -glucuroniden im menschlichen Harn 


Von 
Wolfgang Staib, Walter Teller und Ferdinand Scharf * 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie Diisseldorf 
(Direktor: Professor Dr. K. Hinsberg) 


(Der Schriftieitung zugegangen am 16. November 1959) 


In friiheren Mitteilungen?* berichteten wir iiber sivlenchromato- 
graphische und hochspannungselektrophoretische Gruppentrennungen 
von 17-Ketosteroid-(17-KS-) Konjugaten. Es gelang uns dabei mit Hilfe 
von kombinierten elektrophoretischen und chromatographischen Ver- 
fahren die Trennung und Identifizierung mehrerer 17-KS-Glucuronide 
aus menschlichem Harn. Kellie*** beschrieb kiirzlich eine siulen- 
chromatographische Methode, die es auf einfache Weise erméglicht, dic 
Gesamt-17-KS-Sulfate und 17-KS-Glucuronide im Harn quantitativ zu 
erfassen. Da es sich dabei nur um eine methodische Arbeit handelte und 
keine Normalwerte angegeben waren, iiberpriiften wir diese Methode und 
bestimmten danach die quantitative Verteilung der Sulfat- und Glucu- 
ronidausscheidung im Harn bei mehreren gesunden Versuchspersonen (1). 
Zusiitzlich verabreichten wir reine 17-KS an gesunde Minner und unter- 
suchten im 24-Stdn.-Harn die jeweils ausgeschiedenen 17-KS-Kon- 
jugate (II). 


Ergebnisse 


I. Gesamt-17-Ketosteroidsulfat- und 17-Ketosteroid- 
glucuronid-Ausscheidung bei gesunden Versuchspersonen 


In Vorversuchen haben wir uns davon iiberzeugt, daB die Sulfate und 
Glucuronide nach Ather/Athanol-Extraktion des Harnes und Chromato- 
graphie an Aluminiumoxyd in den von Kellie* angegebenen Fraktionen 
enthalten sind: Die Sulfate wurden mit 50proz. wiBr. Athanol und die 
Glucuronide mit Natriumacetat, px 5,0, eluiert (s. Methodik). 

Die papierchromatographische Analyse der hydrolysierten Sulfat- 
fraktion ergab das Vorhandensein von Dehydroisoandrosteron und Spuren 


* Dissertat., Diisseldorf 1959. ; 
** Herrn Dr. Kellie danken wir fiir die freundliche Uberlassung des Manu- 
skriptes seiner Methode vor der Veréffentlichung. 
1 TIT. Mitteil.: H. Pelzer, diese Z. 314, 234 [1959]. 
2 T. Mitteil.: H. Pelzer u. W. Staib, Clin. Chim. Acta 2, 407 [1957]. 
3 TI. Mitteil.: H. Pelzer, W. Staib u. D. Ott, diese Z. 312, 15 [1958]. 
4 J.J. Barlow u. A. E. Kellie, Biochem. J. 71, 86 [1959]. 
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von Androsteron. In der Glucuronidfraktion konnten nach enzymatischer 
Spaltung Atiocholanolon, Androsteron und 11-oxygenierte 17-KS nach. 
gewiesen werden. 

An zwei verschiedenen Sammelharnen wurde durch mehrmalige Be. 
stimmung der Sulfat- und Glucuronidfraktion die Schwankungsbreite der 
Methode gepriift. Wie Tab. 1 zeigt, sind die Werte gut reproduzierbar, 

In Tab. 2 sind die Einzelwerte der Sulfat- und Glucuronidaus. 
scheidung pro 24 Stdn. von gesunden Minnern und Frauen wiedergegeben. 


Tab. 1. Schwankungsbreite der Methode. 
a) 24-Stdn.-Sammelharn, Scho., 25 Jahre, mannlich, 1680 ml vom 30. 1. 1959, 
b) 24-Stdn.-Sammelharn. VdB., 34 Jahre, mannlich, 1720 ml vom 16. 2. 1959, 
Die Harnproben wurden bei —18° aufbewahrt. Messungen nach Saurehydrolyse 
in der Hitze. 

















Gesamt- 17-KS- 17-KS- 
psec 17-KS | Sulfate | Glucuronide | «Sulfate: 
ne (mg/24 Stdn.)|(mg/24 Stdn.)|(mg/24 Stdn.)| 77 UCUronide 
a) 9.2. 1959 20,57 5,15 15,42 1:3,0 
12. 2. 1959 19,22 4,52 14,70 1:3,3 
16. 2. 1959 22,55 5,35 15,20 1:2,9 
5. 3. 1959 18,70 4,20 14,50 1:3,4 
6. 3. 1959. 19,30 4,20 15,10 1:3,6 
Mittelwerte 20,06 4,86 15,00 1:3,2 
Standardabweichung 
(+ s) 1,4 0,47 0,33 0,50 
b) 20. 2. 1959 13,07 2,73 10,08 1:4,5 
23. 2. 1959 11,93 2,15 9,87 1:4,6 
16. 3. 1959 10,96 2,15 8,81 1:4,1 
17. 3. 1959 11,60 2,15 9,45 1:4,4 
Mittelwerte 11,90 2,30 9,50 1:4,4 
Standardabweichung 
(+ 8) 0,57 0,26 0,77 0,31 














II. Uber die Abhangigkeit der Sulfat- und Glucuronid- 
Konjugation von der Steroidstruktur* 


Wie bereits erwahnt, fanden wir in der Sulfatfraktion nach Kellie 
et al.‘ hauptsachlich Dehydroisoandrosteron (36-Hydroxy-17-KS) und 
geringe Mengen von Androsteron (3a-Hydroxy-17-KS), waihrend in der 
Glucuronidfraktion nur 3x-Hydroxy-17-KS (Androsteron, Atiocholanolon 
und 1l-oxygenierte 17-KS) nachgewiesen werden konnten. Dehydroiso- 
androsteron wurde von uns niemals aus der Glucuronidfraktion isoliert. 
Um diese Ergebnisse zu sichern, verabreichten wir gesunden Versuchs- 
personen reine 3x-Hydroxy-17-KS und reine 36-Hydroxy-17-KS und 





* Auszugsweise vorgetragen auf dem IV. internat. KongreB fiir Biochemie, 
Wien, 1.—6. September 1958. 
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Tab. 2. Konjugatverhaltnis bei gesunden mannlichen (a) und weiblichen (b) Ver- 





























suchspersonen. 
24-Stdn.- Gesamt- 17-KS- 17-KS- Sulfate : 
Alter | Sammelharn 17-KS Sulfate Glucuronide Glu- 
(ml) (mg/24 Stdn.)|(mg/24 Stdn.)|(mg/24 Stdn.)| curonide 
a) Sa 27 1040 21,03 2,35 18,50 1:7,9 
A 23 1400 19,75 3,15 16,60 1:5,3 
N 28 630 17,46 3,86 13,60 1:3,7 - 
T 30 1210 30,11 5,91 24,20 1:4,1 
St 34 1380 20,75 4,15 16,69 1:4,0 
D6 28 630 11,06 1,85 9,48 1:6,0 
De 27 720 9,36 2,22 7,14 1:3;2 
Sn 24 1100 22,86 4,06 18,80 1:4,6 
H 24 1090 16,56 1,56 15,00 1:9,6 
So 23 1680 19,22 4,25 14,70 1:3,3 
Vd 33 1720 13,07 2,37 10,70 1:4,5 
Mittelwert 18,3 3,25 15,03 1:5,1 
Standardabweichung 
(+ s) 5,7 1,3 4,8 2,0 
b)Sa 23 725 9,16 2,45 6,15 L227 
Ak 56 1040 8,46 1,37 7,09 1:5,2 
B 29 525 8,36 1,35 7,28 1:5,4 
I 25 830 11,09 2,28 8,81 1:3,9 
Sl 49 690 7,26 2,24 5,38 1:2,4 
D 56 590 4,26 0,56 3,70 1:6,5 
Si 24 490 10,61 2,56 7,96 1:3,0 
Se 18 1495 11,98 1,68 10,30 1:6,1 
Bu 18 640 8,64 1,04 7,60 1:7,3 
V 24 980 9,20 2,00 7,20 1:3,6 
Mittelwerte 8,94 1,75 7,20 1:4,6 
Standardabweichungen 
(+ 8) 2,1 0,8 1,5 1,9 














untersuchten im 24-Stdn.-Harn die 17-KS-Konjugate mittels einer von 
uns entwickelten Methode. Es interessierte uns dabei vor allem das 
Verhalten von Dehydroisoandrosteron, da von verschiedenen Autoren 
kleinste Mengen Dehydroisoandrosteron-glucuronid sowohl im Harné als 
auch im Blut®? nachgewiesen werden konnten. 

a) Zuerst gaben wir 200mg Dehydroisoandrosteron (3f-Hy- 
droxy-17-KS) oral und erhielten nach Butanolextraktion bei px 11 und 
Siulenchromatographie nach Crepy et al.® folgendes Bild: 

Sulfatfraktion : Mit Hilfe der Zimmermann-Reaktion nach Athyl- 
acetatextraktion des Farbkomplexes bestimmten wir 75,7 mg 17-KS, die 





5 A. E. Kellie u. A. P. Wade, Biochem. J. 66, 196 [1957]; J. J. Schneider 
u. M. L. Lewbart, Recent Progr. Hormone Res, 15, 201 [1959]. 
6 A. E. Kellie u. E. R. Smith, Biochem. J. 66, 490 [1957]. 
? J. Tamm, I. Beckmann u. K. D. Voigt, Acta endocrinol. 27, 403 [1958]. 
8 0.Crepy, M.F.Jayle u. F.Meslin, Acta endocrinol. 24, 233 [1957]. 
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B 
sich in der Hochspannungselektrophorese wie reine 17-KS-Sulfate | 
(Rp* = 0,9) verhielten. Die papierchromatographische Analyse ergab, 
daB diese Fraktionen hauptsichlich aus Dehydroisoandrosteronsulfat und uM 


aus wenig Androsteronsulfat bestand. 
In der Glucuronidfraktion wurden 18,8 mg 17-KS und 23,6 mg ee 


Glucuronsiiure gefunden. Das 17-KS-positive Material wanderte in der W 
Hochspannungselektrophorese wie Glucuronide (Rg = 0,63) und bestand . 
hauptsichlich aus Atiocholanolon-, Androsteron- und 11-Keto-itiocho.} “ 
lanolon-glucuronid. Dehydroisoandrosteron wurde in der Glucuronid. Ps 


fraktion nicht gefunden. de 

b) Im zweiten Versuch verabreichten wir 100 mg Androsteron V 
(3x-Hydroxy-17-KS) und erhielten nach siiulenchromatographischer Auf. de 
trennung des bei pull gewonnenen Butanolextraktes zwei Haupt. Ei 
fraktionen: ve 

Die Sulfatfraktion enthielt 5,2 mg 17-KS und entsprach in der 
Hochspannungselektrophorese den 17-KS-Sulfaten (Rg = 0,9). Papier. 
chromatographisch konnte in dieser Fraktion hauptsichlich Dehy dro- or 
isoandrosteron und wenig Androsteron nachgewiesen werden. 


Die Glucuronidfraktion bestand aus 20,8 mg 17-KS und 22,0 mg GI 
Glucuronsaure. In der Hochspannungselektrophorese entsprach der Rs- | an 
Wert (0,64)** den 17-KS-Glucuroniden. Bei der Papierchromatographie | fu 
ergab das Zimmermann-positive Material eine 17-KS-positive Zone, die} At 
sich in bezug auf ihre Wanderungsgeschwindigkeit wie Androsteron- | U; 
glucuronid** und nach der Hydrolyse wie Androsteron verhielt. 17 

c) In einem dritten Versuch gaben wir einer gesunden Versuchsperson | Di 
200 mg Isoandrosteron (38-Hydroxy-17-KS). Nach Butanolextraktion | B: 
bei pull fanden wir saiulenchromatographisch zwei Zimmermann. | fil 


positive Fraktionen: we 
Die Sulfatfraktion bestand dabei aus 115 mg 17-KS und hatte in 
der Hochspannungselektrophorese cine Wanderungsgeschwindigkeit ha 
(Ry = 0,91) wie reine 17-KS-Sulfate. Papierchromatographisch wurde | ™ 
nach der Hydrolyse hauptsiichlich Isoandrosteron gefunden. Eine geringe | 5° 
Menge Dehydroisoandrosteron konnte gleichzeitig nachgewiesen werden. | 
Zur Identifizierung von Isoandrosteron wurden neben papierchromato- De 
graphischen Methoden (Mischchromatogramm) auch die Digitoninfillung | 
und das Schwefelsiiurespektrum herangezogen. Me 
In der Glucuronidfraktion wurden 20,5 mg 17-KS und 22,4 mg rs 
Glucuronsaure nachgewiesen. Die papierchromatographische Analyse er- ss 
gab zwei positive Zonen, die sich wie Androsteron und Atiocholanolon 
verhielten. Isoandrosteron konnte in der Glucuronidfraktion nicht identi- for 


fiziert werden. 
* Die Wanderungsgeschwindigkeiten der Konjugate werden in Rp-Werten, 
bezogen auf Bromphenolblau = 1,0, angegeben. 15) 
** Diese Untersuchungen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. H. Pelzer 
durchgefiihrt, 
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Diskussion 


Die Untersuchungen ergaben, daB unter normalen Bedingungen bei 
Mannern die 17-KS-Sulfate und -Glucuronide im Verhiltnis 1:5 und bei 
gesunden Frauen im Verhiltnis 1:4,6 im Harn ausgeschieden werden. 
Wie aus Tab. 1 zu entnehmen ist, sind die Werte durchaus reproduzierbar ; 
selbst nach 4 Wochen langer Aufbewahrung des Harnes in gefrorenem 
Zustand erhielten wir vergleichbare Resultate. Diese Relationen liegen 
in dem Bereich, in dem wir sie auf Grund verschiedener Hydrolyseversuche 
erwartet hatten. AuBerdem stimmen unsere Werte annihernd auch mit 
den Angaben von Kellie et al.® iiberein, die bei 6 Versuchspersonen ein 
Verhiltnis von 1:2 bis 1:12 fanden. Sehr wahrscheinlich ist die Menge 
der ausgeschiedenen 17-KS-Sulfate und -Glucuronide von der Art der 
Ernahrung abhangig ; unter rein vegetarischer Kost verschob sich in einem 
von uns untersuchten Falle das Verhiltnis der Sulfate zu den Glucu- 
roniden bis 1:15. 

Nachdem wir einige Anhaltswerte iiber die normale Auscheidungs- 
gréBe von 17-KS-Sulfaten und -Glucuroniden erhalten haben, diirfte es 
interessant sein, mit der beschriebenen Methode das Verhiiltnis Sulfate/ 
Glucuronide auch bei verschiedenen Erkrankungen zu studieren. Wie von 
anderen Autoren bereits diskutiert wurde!®, spiegeln sich méglicherweise 
funktionelle Besonderheiten bei verschiedenen Erkrankungen in diesem 
Ausscheidungsverhiltnis der Steroidkonjugate wider. Kiirzlich begonnene 
Untersuchungen zeigten uns bereits, daB bei Nephrosen praktisch nur 
17-KS-Sulfate und keine 17-KS-Glucuronide im Harn nachweisbar waren. 
Dieser Befund deckt sich mit den Vorstellungen von Kellie®™ und 
Bongiovanni™, daB die Sulfate in erster Linie durch Glomerulus- 
filtration, die Glucuronide jedoch durch Tubulussekretion eliminiert 
werden. 

Bei einer normalen Versuchsperson fanden wir in der Sulfatfraktion 
hauptsichlich Dehydroisoandrosteron und nur Spuren von Androsteron, 
in der Glucuronidfraktion Androsteron, Atiocholanolon und 11-oxy- 
genierte 17-KS. Nach oraler Verabreichung reiner Steroide erhielten wir 
nur in der Sulfatfraktion 36-Hydroxy-17-KS. Weder Isoandrosteron noch 
Dehydroisoandrosteron konnten in der Glucuronidfraktion nachgewiesen 
werden. Dagegen scheint Androsteron, ein 3x-Hydroxy-17-KS, in kleinen 
Mengen auch als Sulfat ausgeschieden zu werden, wihrend sein Haupt- 
anteil als Glucuronid im Harn erscheint. Ahnliche Ergebnisse sind auch 





® A. E. Kellie u. A. P. Wade, Acta endocrinol. 28, 357 [1956]. 

10 K. Schubert, ,,Steroide und Krebs“, in R. Schréder, Beitrage zur Krebs- 
forschung, Bd. V, S. 41. Verlag Th. Steinkopff, Dresden und Leipzig 1956. 

1 A. E. Kellie, Ciba Found. Coll. Endocrinol. 11, 262 [1957]. 

12 A.M. Bongiovanniu.W.R. Eberlein, J. clin. Endocrinol. 17, 238 [1957]. 

13 0.Crepy, M.F.Jayle u. F. Meslin, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 
151, 234 [1957]. 

4 0Q.Crepy, D.Malassis, F.Meslin u. M.F.Jayle, Acta endocrinol. 
26, 43 [1957]. 
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in der Sulfatfraktion eines zweijihrigen Kindes mit Nebennierencarcinom 
17,8 mg 17-KS-positives Material, das aus 95°% Dehydroisoandrosteron. 
sulfat und aus kleinsten Mengen Isoandrosteron, Androsteron und 
Atiocholanolon bestand. 

Venning und Mitarbeiter’® fanden allerdings bei einem Hodentumor 
groBe Mengen von Androsteronsulfat. Bei einem Fall eines post puberalen 
adrenogenitalen Syndroms mit Nebennierenrinden-Hyperplasie konnten 
wir eine deutlich erhéhte 17-KS-Sulfatfraktion nachweisen (10,2 mg), 
die sich aus 62% Dehydroisoandrosteron und 38% Androsteron zu. 
sammensetzte. In der Glucuronidfraktion konnte dagegen 12,2 mg 17-KS 
nachgewiesen werden!*, Offenbar wird unter pathologischen Bedingungen 
mehr Androsteron als unter normalen Umstinden an Schwefelsiure ge. 
bunden. Selbst nach Verabreichung von 100 mg Androsteron per os fanden 
wir bei normalen Versuchspersonen in der Sulfatfraktion nur geringe 
Mengen von Androsteron. Quantitative Untersuchungen iiber die Zu. 
sammensetzung der Sulfatfraktion im Harn unbehandelter Versuchs. 
personen sind augenblicklich im Gange. 

Aus friiher mitgeteilten Hydrolyseversuchen!’ geht hervor, daB nach 
kalter Siturehydrolyse hauptsichlich Dehydroisoandrosteron (58°), 
weniger Androsteron (20%) und etwas Atiocholanolon (8%) freigesetat 
werden. Diese kalte Siurehydrolyse soll hauptsichlich 17-KS-Sulfatester 
spalten!’, Atiocholanolon konnten wir bis jeizt noch nicht als Sulfat 
nachweisen. Dieser Befund deckt sich mit den Ergebnissen von Schneider 
und Lewbart!®, die bei der biologischen Synthese von Steroidsulfaten 
feststellten, da8 Atiocholanolon keine bzw. nur geringe Tendenz zur 
Sulfatesterbildung zeigt. 


Fraulein E. Baldus danken wir fiir fleiBige und gewissenhafte Mitarbeit. 


Methodik 


Bestimmung der 17-Ketosteroidsulfate und pony iy 


20 ml Harn werden mit 50 proz. Schwefelsiure (Vol. °/,) auf px 2,5 eingestellt, 
mit 10g Ammoniumsulfat versetzt und 3mal mit '/, Vol. Ather/Athanol 3:1 
extrahiert. Danach werden die Extrakte vereinigt, filtrie rt und an 5 g Aluminium. 
oxyd (Merck, standardisiert nach Brockmann) chromatographiert. Nach den 
Angaben von Barlow und Kellie? eluiert man die 17-KS-Sulfate mit 25 ml 50 proz. 
waBr. Athanol und die Glucuronide mit 40 m/ 1m Acetatpuffer, py 5. Zur quanti- 
tativen Bestimmung der Gesamt-17-KS wird die Sulfatfraktion mit Wasser ad 
40 ml verdiinnt, beide Fraktionen (Sulfate und Glucuronide) werden dann mit 
Salzsiure auf py 0,5 eingestellt und 20 Min. im kochenden Wasserbad unter 
— erhitzt. Danach werden beide Fraktionen 3mal mit je 50 m/l Ather 

as 5K, H. Venning, M. M. Hofmann u. J.S. L. Brown, J. biol. Chemistry 
146, 369 [1942]. 

16 W. Staib u. W. Teller, Klin. Wschr. 37, 979 [1959]. 

17 W. Staib u. W. Schild, Klin. Wschr. 36, 600 [1958]. 

18 §. Lieberman, ‘B. Mond u. E. Smyles, Recent Progr. Hormone Res. 
9, 113 [1954]. 

die 55 J bahaabhex u. M. L. Lewbart, J. biol. Chemistry 222, 787 [1956]. 
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extrahiert. In den gewaschenen Atherextrakten erfolgt schlieBlich die Bestim- 
mung der 17-KS nach Zimmermann”. 

Zur qualitativen Untersuchung der Sulfatfraktion wurde diese im Vak. unter 
Stickstoff eingedampft, in 50 m/ Wasser von py 0,5 (eingestellt mit 50 Vol.-proz. 
Schwefelsiure) aufgenommen und 48 Stdn. kontinuierlich mit Ather extrahiert. 
Die Glucuronidfraktion wurde in 50 ml 0,1m Na-Acetatpuffer (px 4,5) gelést, mit 
10000 bis 15 000 Einheiten £-Glucuronidase pro mg 17-KS versetzt und iiber 10 m/ 
Chloroform 72 Stdn. bei 37° inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine 3malige Ex- 
traktion mit jeweils gleichem Vol. Ather. 

Papierchromatographie im System Propylenglykol/Ligroin nach Savard?!. 


Aufarbeitung zur Bestimmung der 17-Ketosteroid-Konjugate 
nach oraler Verabreichung reiner 17-Ketosteroide 


Der vollstandig gesammelte 24-Stdn.-Harn wird mit NaCl versetzt (End- 
konzentration 10%) und mit 32proz. waBr. Natronlauge auf py 11 eingestellt. 
Dann wird 2mal mit dem gleichen Vol. Butanol jeweils 45 Min. mit Hilfe einer 
rotierenden Schiittelmaschine extrahiert. Die waBr. Phase wird verworfen. Die 
vereinigten Butanolextrakte werden mit dem halben Vol. 0,04n NaOH und 
halbem Vol. Wasser ausgeschiittelt. Die Butanolphase wird jeweils abgetrennt und 
die wiBr. Phase verworfen. 

Saulenchromatographie nach Crepy et al®: Der bis auf 1/,,) Vol. ein- 
geengte Butanolextrakt wird an einer Aluminiumoxydsaule (16 x 1,0 cm) chromato- 
graphiert. Dazu werden folgende Lésungsmittel nacheinander auf die Saule gegeben: 
150 ml 2 proz. Wasser in Butanol, 75—100 ml 6 proz. Wasser in Butanol, 75—100 ml 
10proz. Wasser in Butanol und schlieBlich 300 ml 15 proz. 0,1n waBr. Ammoniak 
in Butanol. Am Fraktionensammler werden Eluatportionen zu je 10 ml aufgefangen, 
wovon aliquote Teile zur 17-KS- und Glucuronséure-Bestimmung entnommen 
werden. Die Sulfate werden mit 6proz. Wasser in Butanol und die Glucuronide 
mit dem ammoniakhaltigen Butanol eluiert. Die Glucuronséure und die 17-Keto- 
steroide werden entsprechend unseren friiheren Angaben bestimmt”. 

Von den Sulfat- und Glucuronid-Fraktionen werden zur Hochspannungs- 
papierelektrophorese auf einem Streifen (15 x 65 cm, Macherey & Nagel) 2mal 
etwa 300 bis 500 y 17-KS in Triathanolamin-Acetat-Puffer, pq 7,5 (50 ml Tri- 
ithanolamin in 21 Wasser gelést und mit Eisessig auf px 7,5 eingestellt), oder in 
Pyridin-Essigsaure-Puffer (75 ml Pyridin in 21 Wasser gelést und mit Kisessig auf 
px 5,0 gebracht) aufgetragen. Laufzeit 2—3 Stdn. bei 2200 Volt und 25 mA, wie 
friher beschrieben?*, Die Zimmermann-positiven Zonen werden aus dem Phero- 
gramm ausgeschnitten, mit wa8r. Methanol eluiert, eingedampft und papier- 
chromatographisch mit und ohne vorausgehende Hydrolyse analysiert. 

Zur Papierchromatographie der Konjugate verwendeten wir einmal 
ein von uns modifiziertes System nach Lewbart und Schneider?*: n-Butyl- 
acetat/Methanol/methanol. Ammoniumacetat-Lésung 150:50:50 (1. ¢.2*) und zum 
anderen ein von Bush? beschriebenes System: Toluol/tert. Butanol/Eisessig/Wasser 
80:20:30:70 + 2 Tle. konz. Salzsiure. Dienach Hydrolyse durch f-Glucuronidase 
oder Siure in der Kalte freigesetzten 17-KS werden im System Propylenglykol/ 
Ligroin nach Savard?! chromatographiert. 

Als Vergleichssubstanzen standen uns folgende Steroide zur Verfiigung: 
Dehydroisoandrosteron, Androsteron, Isoandrosteron, Atiocholanolon (alle von 
Schering) und 11-Keto-atiocholanolon (Dembach-Roussel*). Die Lokalisation der 
17-KS erfolgte mittels Zimmermann -Reagenz, das entsprechend unseren friiheren 





20 W. Zimmermann, H. U. Anton u. D. Pontius, diese Z. 289, 91 [1952]. 

21 K. Savard, J. biol. Chemistry 202, 457 [1953]. 

22M. L. Lewbart u. J. J.Schneider, Nature [London] 176, 1175 [1955]. 

23 T. E. Bush, Biochem. J. 67, 23 P [1957]. 

* Fiir die freundliche Uberlassung von 11-Keto-atiocholanolon danken wir 
der Firma Dembach- Roussel, Koblenz. 
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Angaben hergestellt wird?. Zur Charakterisierung der einzelnen im Harn gefundenen 


Steroide werden Re- und Mischchromatogramme und Schwefelsiurespektren herap. 


gezogen. 
Schwefelsaurespektren : 50—100 y Steroide werden in3 ml konz. Schwefel. 
sdure (Merck, d = 1,84) gelost, 1 Stde. bei Zimmertemperatur stehen gelassen und 
in Quarzkiivetten von 10 ml Schichtdicke im Zeiss-Spektrophotometer im Bereich 
von 220—600 mu gemessen. 
Die Digitoninfallung erfolgte nach Zimmermann”, 


Zusammenfassung 


Es wird iiber die physiologische Ausscheidung von 17-Ketosteroid. 
sulfaten und -glucuroniden bei 11 gesunden Mannern und 10 Fraue 
berichtet. 

Nach oraler Verabreichung von reinen 17-Ketosteroiden an gesunde 
Versuchspersonen wurden Dehydroisoandrosteron und Isoandrosteron, 
beides 38-Hydroxy-Steroide, nur in der Sulfatfraktion nachgewiesen, 
dagegen wurde Androsteron, ein 3x-Hydroxy-Steroid, zum gréBten Teil 
in der Glucuronidfraktion und ein kleiner Teil davon in der Sulfat. 
fraktion gefunden. 


Summary 


The physiological excretion of 17-ketosteroid sulphates and glucuro. 
nides is reported for 11 healthy human males and 10 females. 

After oral administration of pure 17-ketosteroids to healthy humans 
dehydroisoandrosterone and isoandrosterone, both 3f-hydroxysteroids, 
were demonstrated only in the sulphate fraction. Androsterone, a 3x- 
hydroxysteroid, has been found mainly in the glucuronide fraction 
however, and only in small amounts in the sulphate fraction. 


Dozent Dr. W. Staib, Physiologisch-Chemisches Institut der Medizinischen 
Akademie, Diisseldorf, MoorenstraBe 5. 


24 W. Zimmermann, Chemische Bestimmungsmethoden von Steroidhor. 
monen in Korperfliissigkeiten, 8. 20, Springer-Verlag, Heidelberg 1955. 
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Zur Chemie des Benzolglykols, VI! 
Stoffwechsel der Benzolglykole und Mucondialdehyde 


Von 
Ichiro Tomida und Minoru Nakajima 


Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Universitat Kyoto 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. November 1959) 


Als Stoffwechselprodukte des Benzols wurden bisher aus dem Harn 
von Versuchstieren Phenole (Phenol, Brenzcatechin usw., meist mit 
Glucuron- oder Schwefelséure gepaart) isoliert?. AuBerdem wurden L- 
Phenylmercaptursaure® und als einziges Abbauprodukt des Benzolrings 
trans, trans-Muconsiure aufgefunden* >. 

Bei Stoffwechselversuchen mit Naphthalin®’, Anthracen® und Phen- 
anthren® wurden die trans-Dihydroxy-dihydro-Verbindungen isoliert, die 
schon bei der Extraktion zu den entsprechenden Phenolen dehydrati- 
siert werden kénnen. Deshalb vermutete man auch beim Benzol ein 
Benzolglykol [5.6-Dihydroxy-cyclohexadien-(1.3)] als Stoffwechsel- 
produkt, aus welchem das Phenol durch Wasserabspaltung entstehen 
kénnte®. Trotz vieler Versuche lieB sich aber niemals Benzolglykol im 
Benzol-Urin nachweisen. 

Williams und Mitarbeiter? beobachteten, da8 bei Verfiitterung 
von Benzol Hydrochinon und Brenzcatechin in gleichen Mengen gebildet 
werden, wihrend bei Verfiitterung von Phenol zehnmal mehr Hydro- 
chinon entsteht als Brenzcatechin. Sie schlossen daraus, da’ Brenz- 
catechin aus Benzol nicht nur iiber Phenol, sondern auch auf einem 
anderen Wege — vermutlich iiber Benzolglykol — entstehen kann®". 

Andererseits wurde als Abbauprodukt des Benzols wohl trans, trans- 
Muconsiure*®, nicht aber cis, cis- oder cis, trans-Muconsiure gefaBt!. 
Bei Verabreichung der drei stereoisomeren Muconsiuren werden diese 


1 V. Mitteil.: M. Nakajima, I. Tomida, N. Kurihara u. 8S. Takei, Chem. 
Ber. 92, 173 [1959]. 
2 J. W. Porteous u. R. T. Williams, Biochem. J. 44, 56 [1949]. 
3 §. H. Zbarsky u. L. Young, J. biol. Chemistry 151, 487 [1943]. 
41M. Jaffe, diese Z. 62, 58 [1909]; H. Thierfelder u. E. Klenk, ebenda 
141, 29 [1924]; J.C. Drummond u. I. L. Finar, Biochem. J. 32, 79 [1938]. 
5 K. Bernhard u. E. Gressly, Helv. chim. Acta 24, 83 [1941]. 
6 J. Booth u. E. Boyland, Biochem. J. 44, 361 [1949]. 
7 L. Young, Biochem. J. 41, 417 [1947]. 
8 E. Boyland u. A. A. Levi, Biochem. J. 29, 2679 [1935]. 
® E. Boyland u. G. Wolf, Biochem. J. 42, XX XII [1948]. 
° J. W. Porteous u. R. T. Williams, Biochem. J. 44, 46 [1949]. 
1G. A. Garton u. R. T. Williams, Biochem. J. 45, 158 [1949]. 
2D. V. Parkeu. R. T. Williams, Biochem. J. 54, 231 [1953]. 
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unverindert im Harn ausgeschieden!*. Daher kann die trans, trans. 
Verbindung nicht durch Umlagerung aus der bei Aufspaltung des Benzol. 
rings zu erwartenden cis, cis-Muconsiiure entstanden sein. 

Nachdem mehrfache Versuche zur Darstellung des Benzolglykols miBlungen 
waren!4, gelang es uns kiirzlich, vom 3.4.5.6-Tetrachlor-cyclohexen-(1) ausgehend, 
das cis- (Schmp. 60°) und das trans-Isomere (Schmp. 74°) dieser Verbindung, beide 
in farblosen Blattchen, zu erhalten’>. Sie werden in saurem Milieu leicht zum Phen 
entwassert, und zwar die cis-Form leichter als die trans-Form. 

In der gleichen Arbeit konnten wir durch Glykolspaltung des Benzolglykok 
cis, cis- (Schmp. 99°) sowie cis, trans-Mucondialdehyd (Schmp. 59°) darstellen und 
die trans, trans-Konfiguration des schon bekannten Aldehyds vom Schmp. 12)! 
festlegen!5. Alle Isomeren kristallisieren in gelben, in Wasser schwerléslichen Nadel 
und bilden unter der Einwirkung von Saéuren und Laugen sehr leicht rotbrauy 
Harze, die aber keine Muconsaure enthalten. Beim Stehenlassen lagern sic 
cis, cis- und cis, trans-Form in das trans, trans-Isomere um. Durch Perbenzoesiur 
werden die drei Isomeren zu den entsprechenden stereoisomeren Muconsiuren 
oxydiert. 

Diese Aldehyde reizen die Schleimhaute stark und farben die Haut dunkel. 
braun. Sie sind bei intraperitonealer Injektion ziemlich giftig ; so fiihren schon 50 mg 
in Alkohol beim Kaninchen meist zum Tod. Bei oraler Verabreichung wird aber die 
5—10fache Menge gut vertragen. 

In der vorliegenden Arbeit verabreichten wir auBer Benzol auch die 
beiden isomeren Benzolglykole, cis, cis- und trans, trans-Mucondialdehyd 
an Kaninchen und untersuchten die im Harn ausgeschiedenen Stoff. 
wechselprodukte. 


Ergebnisse 
I. Stoffwechsel des Benzolglykols 


Benzol und die Benzolglykole wurden in Wasser emulgiert bzw. gelist 
und in aiquimolekularen Mengen jeweils einem Kaninchen intraperitoneal 
injiziert. In den gesammelten 24-Stdn.-Harnen wurde Phenol?®, Benzol- 
glykol, Brenzcatechin!® und Muconsiure’? bestimmt. 

Alle Stoffwechselprodukte wurden zum gréBten Teil am ersten Tag 
ausgeschieden. Am zweiten Tag war ihre Menge sehr gering und am dritten 
Tag wurden keine Produkte mehr im Harn gefunden. 

Wie Tab. 1 zeigt, wurde aus Benzolglykol kaum mehr Phenol ge. 
bildet als aus Benzol. Bei Injektion von Benzol lieB sich im Harn keine 
Spur von Benzolglykol nachweisen, wiihrend das injizierte Benzolglykol 
teilweise im Harn wieder ausgeschieden wurde. Es ist auch ersichtlich, 
daB im Falle des trans-Benzolglykols das Verhaltnis Benzolglykol zu 
Phenol im Harn gréBer war als im Falle des cis-Benzolglykols. 





13 —. V. Parke u. R. T. Williams, Biochem. J. 51, 339 [1952]. 


14 N. A. Milas, J. Amer. chem. Soc. 59, 2342, 2345 [1937]; J. Booth. 


E. Boyland u. E. E. Turner, J. chem. Soc. [London] 1950, 1188. 


15 M. Nakajima, I. Tomida, A. Hashizume u. 8. Takei, Chem. Ber. 
89, 2224 [1956]; M. Nakajima, I. Tomida u. S. Takei, ebenda 92, 163 [1959]. 
16 W.M. Azouz,P.V. Parke u. R. T. Williams, Biochem. J. 55, 146 [1953}. 
17 A. Kleinzeller u. Z. Fencl, Proceedings of the I. International Polaro- 
graphic Congress in Prague, Part ITI, (1951) S. 619; Z. Fencl, Collect. ezechoslov. 


chem. Commun. 19, 1339 [1954]. 
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Tab. 1. Stoffwechselprodukte bei intraperitonealer Injektion von je 3,85 mMol 
Benzol, cis- oder trans-Benzolglykol (Gesamtausscheidung in mg, in Klammern °% 
der verabreichten Menge). 































= Stoffwechsel- 
mene Phenol Benzolglykol | Brenzcatechin| Muconsiure 
Injiziert 
37,6(10,4) 0 4,8 (1,1) TA (38)? - 
Benzol 22,2 (6,1) 0 8,2 (1,9) 3,4 (0,6) 
a 15,9 (4,4) | 0 3,2 (0.8) | 0,7 (0,1) 
19,4 (5,4) 0 8,2 (1,9) 7,7 (1,4) 
28,6 (7,9) 3,2 (0,74) | 38,5 (9,1) 0 
26,5 (7,3) 1,7 (0,40) | 80,4 (19,0) 0 
; 25,8 (7,1 9,7 (2,2 80,0 (18,9 0 
cis-Benzolglykol (7,1) ( peed teo'aye 
72,0 (17,0)* 
88,0 (20,8)* 
9,6 (2,7) | 18,2 (4,2) 78,7 (18,5) 0 
10,9 (3,0) | 10,3 (2,4) | 97,5 (23,0) | 0 
trans- Benzolglykol 5,3 (1,5) | 20,9 (4,9) fogs BN 0 
119 (28,0)* 
101 (23,8)* 
* Es wurden nur Brenzcatechin bestimmt. 


Bemerkenswert ist weiterhin, daB aus Benzol nur sehr wenig, aus den 
Benzolglykolen dagegen betrichtliche Mengen Brenzcatechin gebildet 
wurden. Es gelang uns auch, aus Benzolglykol-Urin Brenzcatechin in 
einer Ausbeute von 21,4% d. Th. (aus cis-Benzolglykol) bzw. 16,8% (aus 
trans-Benzolglykol) zu isolieren und durch Misch-Schmelzpunkt, IR- 
Spektrum und Elementaranalyse zu identifizieren. 

Im Benzol-Urin wurden regelmiBig geringe Mengen Muconsiure 
polarographisch nachgewiesen. Nach Isolierung konnte sie durch Misch- 
Schmelzpunkt und IR-Spektrum des Dimethylesters als trans, trans- 
Muconsaure identifiziert werden. Im Benzolglykol-Urin fanden wir da- 
gegen niemals Muconsiiure. Deshalb kann Benzolglykol nicht linger als 
Vorstufe der Muconsiiure angesehen werden. Aus diesem Grunde priiften 
wir, ob Mucondialdehyde als Intermediirprodukte bei der Bildung dieser 
Siure fungieren. 


II. Stoffwechsel der Mucondialdehyde 


Wir verfiitterten an die Tiere jeweils 250—500 mg cis, cis- oder 
trans, trans-Mucondialdehyd und fanden im Harn der Versuchstiere nach 
Ausiithern in beiden Fallen nur trans, trans-Muconsiure, die durch Misch- 
Schmelzpunkt des Dimethylesters und IR-Spektrum mit einer authen- 
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tischen Probe identifiziert wurde. Selbstverstiindlich wurde darauf ge. 
achtet, daB bei der Isolierung keine Oxydation zur Muconsaure und keine 
Umlagerung der Muconsiuren untereinander stattfand!8. 


Diskussion 


Wenn Benzolglykol ein Intermediirprodukt bei der Bildung von 
Phenol aus Benzol wire, so miiBte aus den Benzolglykolen viel mehr 
Phenol gebildet werden als aus Benzol. Dies ist jedoch nicht der Fall, 
Andererseits entstand im Tierkérper aus den Benzolglykolen tatsachlich 
Phenol. Es ist indessen denkbar, daB es sich hierbei um eine nicht. 
enzymatische Reaktion handelt, da cis-Benzolglykol in gréBerem Umfang 
umgesetzt wurde als das trans-Isomere, was mit der Wasserabspaltungs. 
tendenz dieser Verbindungen iibereinstimmt. 

Beim Stoffwechsel der beiden Benzolglykole entstand als Haupt. 
produkt Brenzcatechin. Deshalb wurden auch enzymatische Unter. 
suchungen iiber die Dehydrierung des trans-Benzolglykols durchgefiihrt 
und dabei in der Kaninchenleber ein Enzym aufgefunden, das in Gegen. 
wart von TPN Benzolglykol zu Brenzcatechin oxydiert!®. Wir sehen in 
diesem Befund eine Bestitigung dafiir, daB Benzolglykol, in Uberein. 
stimmung mit der oben genannten Vorstellung von Williams®"!, eine 
Zwischenstufe bei der Bildung des Brenzcatechins aus Benzol ist, obwohl 
kein Benzolglykol im Benzolharn auftritt. Dies ist verstindlich, wenn 
man annimmt, daB das Benzolglykol rascher zu Brenzecatechin dehydriert 
wird als es aus dem Benzol entsteht. 

Die Tatsache, daB aus keinem der beiden Benzolglykole Muconsiiure 
entstand, zeigt deutlich, daB sie keine Vorstufen dieser Siiure sein kénnen. 
trans, trans-Muconsiure entstand aber sowohl beim Stoffwechsel des 
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J. chem. Soc. [London] 1950, 2235. 


biophysica Acta [Amsterdam] 83, 111 [1959]. 


18 J. A. Elvidge, R.P. Linstead, P.Sims u. (zum Teil) B. A. Orkin, J 
19 P. K. Ayengar, O. Hayaishi, M. Nakajima u. I. Tomida, Biochim.}- 
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cis, cis- als auch des trans, trans-Mucondialdehyds. Aus unseren Befunden 
schlieBen wir, daB Benzol iiber eine andere Stufe als Benzolglykol 
— eventuell iiber ein Benzolglykol-peroxyd?® — zunichst zum cis, cis- 
\ucondialdehyd aufgespalten wird, der zur trans, trans-Verbindung um- 
gelagert und erst dann zur Muconsiure oxydiert wird. 


Beschreibung der Versuche 


Die Kaninchen erhielten taglich 200 g WeiBkohl und 50 g Kleie. Es wurden 
gwohnlich etwa 200 ml schwach alkalischer (py 8—9) Harn gewonnen. Den 
Kaninchen (2,3—2,5 kg Kérpergewicht) wurden jeweils 300 mg Benzol (3,85 mMol) 
nit20 mg Emulgierungsmittel in 2 m/ Wasser oder 430 mg Benzolglykol (3,85 mMol) 
in2 ml Wasser intraperitoneal injiziert. 


Analytik 
|. Bestimmung des Phenols?® und der Benzolglykole 

5 ml Harn werden zur Zerstérung des Benzolglykols mit 5 g 3proz. Natrium- 
amalgam versetzt und nach eintagigem Stehenlassen mit der 5fachen Menge 
10n H,SO, 1 Stde. auf 100° erhitzt. Dann wird mit Wasserdampf destilliert und das 
Destillat auf genau 100 m/ verdiinnt. Zu 5 ml dieser Lésung werden 5 ml gesatt. 
96-Dichlor-benzochinon-1.4-chlorimid-(4)-Lésung und 2,5 ml Puffer-Lésung vom 
px 10,2 (75,4 ml einer Losung von 2,65 g Na,CO, in 500 ml Wasser und 24,6 ml 
einer L6sung von 9,55 g Na,B,O, - 10 H,O in 500 ml Wasser) zugesetzt. Nach 1 stdg. 
Stehenlassen wird die Extinktion der blauen Lésung bei 600 my gemessen und an 
einer Eichkurve der Phenolwert abgelesen. 

Da Benzolglykol unter den Bedingungen der angewandten Saurehydrolyse 
quantitativ in Phenol iibergeht, liefert die gleiche Phenolbestimmung ohne vor- 
herige Reduktion mit Na-Amalgam nach Subtraktion der oben gefundenen Phenol- 
menge den Gehalt an Benzolglykol. 


2. Bestimmung des Brenzcatechins'!® 


Die bei der Wasserdampfdestillation des Phenols zuriickbleibende Fliissigkeit 
wird 10 Stdn. mit Ather extrahiert. Der Extrakt wird zur Trockne gedampft und 
mit Wasser auf 10 ml verdiinnt. 2,0 ml dieser Lésung werden mit 2,0 ml 0,8 proz. 
(Co(NO3).-Lésung versetzt und unter kraftigem Umriihren mit einem Magnetriihrer 
40 ml 40 proz. Natronlauge tropfenweise hinzugefiigt. Ist kein Brenzcatechin vor- 
handen, so erscheint anfangs eine schwache Blaufarbung, die aber bald verschwindet 
und es bildet sich ein brauner kolloidaler Niederschlag. In Gegenwart von Brenz- 
catechin entsteht dagegen eine blaue Farbung, die mehr als 2 Stdn. bestiandig ist. 
Nach Abzentrifugieren wird die Extinktion bei 585 mu gemessen und die Kon- 
zentration des Brenzkatechins an Hand einer Eichkurve bestimmt. 


3. Bestimmung der Muconsaure 

Die kolorimetrische Muconséurebestimmung im Harn nach Parke und 
Williams! bewahrte sich bei unseren Versuchen nicht, da die erhaltenen Werte 
nicht gut reproduzierbar waren. Wir verwendeten deshalb die polarographische 
Methode von Frencl!’. Hierzu war es nétig, die Muconsdure aus dem Urin mit 
Ather zu extrahieren: 
Der 24-Stdn.-Harn des Versuchstieres wurde mit Wasser auf 200 mi verdiinnt. 
100 mi davon wurden mit 2,0 ml konz. Schwefelsaure angesduert und 5 Stdn. mit 
Ather extrahiert. Der zur Trockne eingedampfte Extrakt (etwa 150 mg) wurde in 
10m/ Athanol aufgenommen. Zu 1,0 ml dieser Lésung wurden 1,0 mi Athanol, 


20 M. Daniels, G. Scholes u. J. Weiss, J. chem. Soc. [London] 1956, 832. 
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7,0 ml In HCl und 1,0 m/ Im KCl gegeben und die Polarographie bei 20,0 + 0,5 
durchgefiihrt. Die Wellenhéhen wurden gemessen und die Menge der Muconsiure 
an einer Eichkurve abgelesen. Die Aufstellung der Eichkurve geschah in gleicher 
Weise, nur mit dem Unterschied, da8 Harn eines unbehandelten Tieres verwende: 
wurde und verschiedene Mengen trans, trans-Muconsaure in dem 1 ml Athano! gelég 
wurden. Durch den Zusatz des Harnextraktes in den Eichproben wurden die Strom. 
stiirken betrachtlich erhéht, die Wellenhéhe wurde dadurch aber nicht beeinflugs 


(vgl. Tab. 2). 


Tab. 2. Eichwerte fiir die polarographische Bestimmung von Muconsaure mit uni 
ohne Zusatz von Harnextrakt unbehandelter Kaninchen. 








trans, trans-Muconsiure- Wellenhéhe (mm) 
Konzentration in der ohne | mit 
Elektrolytlésung (“Mol/m1) Zusatz von Harnextrakt 
0,5 58,9; 61,0 57,5 
0,4 44,4; 47,3 45,6 
0.3 34,9; 35,5 - 34,2 
0,2 22,0; 22,8 22,7 


Tsolierung von Stoffwechselprodukten 
1. Isolierung von trans, trans-Muconsaure aus Benzolharn 


Die Halfte (100 ml) des ersten, nach Benzolinjektion erhaltenen 24-Stdn.-Harns 
(Gewinnung s.8. 175) wurde mit Schwefelsiure angesiuert und mit Ather extrahiert. 
Durch Eindunsten des Extraktes wurden 2 mg cines braunen Rohkristallisats ge. 


wonnen. Nach Methylierung mit Diazomethan wurden Nadeln vom Schmp. 153—155'}. 
erhalten, die bei der Mischprobe mit trans, trans-Muconséure-dimethylester keine§' 


Depression zeigten und auch beziiglich des [R-Spektrums mit einer authent. Probe 
iibereinstimmten. 


2. Isolierung von Brenzcatechin aus Harn nach Injektion von cis; 


Benzolglykol 


2,09 g cis-Benzolglykol in 10 m/l Wasser wurden einem Kaninchen von 3,6 kg 
K6rpergewicht i. p. injiziert. 260 m/ Harn, die innerhalb der ersten 24 Stdn. aus: 
geschieden wurden, wurden mit Kieselgur durch Baumwolle filtriert und _naci 
Zusatz von 70 ml konz. Schwefelsiure 1 Stde. bei 100° hydrolysiert. Phenol wurde 
durch Wasserdampfdestillation entfernt und die zuriickbleibende Fliissigkeit unter 
Zusatz von Natriumchlorid 20 Stdn. mit Ather extrahiert. Nach Eindunsten des 
Extraktes wurden 1,79 g eines schwarzen Ols gewonnen. 


Dieses wurde in wenig Wasser gelést und nach zweimaliger Reinigung mit 
Aktivkohle wurde eine gesiatt. Lésung von basischem Bleiacetat zugesetzt. De 
entstandene Niederschlag wurde abfiltriert, wieder in Wasser suspendiert und mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt. Nach Abfiltrieren wurde das Filtrat mit Natrium; 
chlorid gesattigt, mit Salzsiure versetzt und wieder 10 Stdn. mit Ather extrahiert! 
Nach Abdampfen des Athers erhielten wir ein braunes Ol, das beim Stehenlassen 
zum Teil kristallisierte. Durch Waschen mit Hexan wurden 0,44 g (21,4%, d. Th. 
rohe Kristalle erhalten. Nach weiterem 2maligem Umkristallisieren aus Benzol 
Hexan wurden farblose Tafeln vom Schmp. 104° gewonnen, die mit Brenzcatechin 
keine Schmelzpunktsdepression zeigten und in den IR-Spektren iibereinstimmten: 


C,H,O, (110,1) Ber. (65,44 H5,49 Gef. C 65,41 H5,71 
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0,0 + 0,583 Isolierung von Brenzcatechin aus Harn nach Injektion von trans- 
uconsiure Benzolglykol 
in gleicher 2,48 g trans-Benzolglykol in 5 m/ Wasser wurden einem Kaninchen von 3,6 kg 
verwendet cirpergewicht i. p. injiziert. Aus dem am ersten Tag ausgeschiedenen Harn (180 ml) 
xno! gelési wurden nach der gleichen Aufarbeitung wie oben 0,41 g (16,8% d. Th.) Tafeln 
lie Strom. wom Schmp. 102—103,5° erhalten. Nach Umkristallisieren aus Benzol/Hexan betrug 
beeinflug: der Schmp. und Misch-Schmp. 103,5° und das IR-Spektrum stimmte mit dem des 
Brenzcatechins iiberein. 
C,H,O, (110,1) Ber. C 65,44 H5,49 Gef. C 65,55 H 5,72 
Aus dem am 2. Tag ausgeschiedenen Harn wurden 0,08 g Brenzcatechin ge- 





e mit und 
yonnen. 
——— Bf, Isolierung von trans, trans-Muconsaure nach oraler Gabe von cis, cis- 
Mucondialdehyd 
1. Beispiel: 700 mg cis, cis-Mucondialdehyd (Schmp. 99°; durch IR-Spektrum 
gsichert) wurde mit 50 g Kleie vermischt und einem Kaninchen von 3,6 kg K6érper- 
—_——[rwicht verfiittert. Der Harn wurde in Abschnitten von 24 Stdn. gesammelt und 


mach Anséuern mit Schwefelséure jeweils 7 Stdn. ausgedthert. Der Extrakt wurde 
ur Trockne gebracht, in gesitt. Natriumhydrogencarbonat-Lésung geliést und mit 
Aktivkohle abfiltriert. Das Filtrat wurde nach Anséuern mit Salzsaure iiber Nacht 
dehen gelassen und ein Rohkristallisat gewonnen. Aus dem Harn des 3. Tages 
yurden 20 mg und aus dem des 4. Tages 17 mg gewonnen. Ausb. 37 mg (4,1%, d. Th.). 
Nach Umlésen in Natriumhydrogencarbonat-Lésung mit Aktivkohle wurde ein 
farbloses Pulver erhalten. Schmp. 281° (Zers.). Das [R-Spektrum stimmte mit dem 
der trans, trans-Muconsiure iiberein. 

2. Beispiel: 500 mg cis, cis-Mucondialdehyd wurden in einer Oblate auf einmal 
verfiittert. Nach der gleichen Aufarbeitung wurden 33 mg farbloses Pulver vom 
n.-Harnsf Schmp. 283° aus dem Harn des 2. Tages gewonnen. Nach Methylierung mit 
<trahiert.§ Diazomethan wurden Kristalle vom Schmp. 156° erhalten. Der Misch-Schmp. mit 
lisats ge-§ trans, trans-Muconsaure-dimethylester war ohne Depression. 


lz4e ty 
= me j. Isolierung von trans, trans-Muconsaure nach oraler Gabe von trans, 
at. Probe trans-Mucondialdehyd 
250 mg trans, trans-Mucondialdehyd vom Schmp. 120° wurden in einer Oblate 

einem Kaninchen von 2,5 kg Kérpergewicht verfiittert. Nach gleicher Aufarbeitung 
‘on cis.4"urden 72 mg rohe Kristalle gewonnen. Nach 2maligem Umbkristallisieren aus 

\thanol erhielten wir 12 mg eines farblosen Pulvers vom Schmp. 278° (Zers.). Es 
wurde durch IR-Spektrum als trans, trans-Muconsiaure identifiziert. 


hy CH,O, (142,1) Ber. C 50,71 H4,26 Gef. C 50,92 H 4,32 
oS 
ol wurdd Zusammenfassung 


elie Benzol und die beiden stereoisomeren Benzolglykole [5.6-Dihydroxy- 

| cyclohexadien-(1.3)] wurden intraperitoneal und cis, cis- sowie trans, 
vung mi "%”8-Mucondialdehyd oral an Kaninchen verabreicht. Aus Art und Menge 
ny Deg (er im Harn auftretenden Stoffwechselprodukte ist zu schlieBen, daB 
und mii die Benzolglykole keine Zwischenstufen bei der Bildung der trans, trans- 
Natrium§ Muconsiure aus Benzol sind, wohl aber bei der Bildung des Brenz- 
trahiert. techi 
enlasseyf CUS. : 
d. Th. Die beiden Mucondialdehyde werden zu trans, trans-Muconsiure 
Benzolfoxydiert. Der iiber eine noch unbekannte Zwischenstufe aus Benzol 
catechitf ebildete cis, cis-Mucondialdehyd wird noch auf der Aldehydstufe in die 
immiten, * * * 

trans, trans-Verbindung umgelagert, da eine Isomerisierung der Mucon- 

siure nicht stattfindet}. 
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Zur Chemie des Benzolglykols, VI Bd. 318 (1960) 


Summary 


Benzene and the two stereoisomeric benzene glycols [5,6- dihydroxy. 
cyclohexadiene- (1,3)] were administered intraperitoneally to rabbits: 
cis, cis- and trans, trans-muconic dialdehydes were given orally. From 
the nature and amount of metabolites appearing in the urine, it jg 
concluded, that the formation of trans, trans-muconic acid from benzene 
does not involve the benzene glycols, which are, however, intermediates 
in the formation of pyrocatechol. 

The two muconic dialdehydes are oxidized to trans, trans-muconic 
acid. The cis, cis-muconic dialdehyde, which is formed from benzene via 
an unknown intermediate, is converted, to the trans, trans-isomer 
before oxidation to the acid, since no isomerisation of the muconic acid is 
observed's, 


Prof. Dr. M. Nakajima, Per amnchemiaciine Institut der Universitit, Kyoto, 
Japan. 
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Bezichungen zwischen Elektrolytgehalt und Stoffwechsel 
im Uterus der Maus 


Von 
H. Breuer 


Aus der Chemischen Abteilung der Chirurgischen Universitatsklinik und Poliklinik Bonn 
(Direktor: Professor Dr. A. Giitgemann) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. November 1959) 
Frau Professor Dr. M. Rohdewald zum 60. Geburtstag 


Die Aufrechterhaltung von Konzentrationsunterschieden fiir Ka- 
lium und Natrium zwischen dem intra- und extracelluliren Raum ist 
von einer normalen Zellfunktion abhingig. In Organen, die einer endo- 
krinen Steuerung unterliegen, haben auch die Hormone einen Anteil an 
der Regulation des Elektrolytstoffwechsels. So soll der Kalium- und 
Natriumgehalt der Uterusmuskulatur bestimmter Tiere in Abhiingig- 
keit von der Funktion des Ovars cyclischen Schwankungen unterworfen 
sein'. Auch nach Kastration sowie nach Behandlung kastrierter Tiere 
mit Ostrogenen treten Anderungen der Elektrolytkonzentrationen in 
der Uterusmuskulatur auf?. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Beziehungen zwischen der 
Elektrolytverteilung und dem Energiestoffwechsel in der Uterusmusku- 
latur der Maus unter besonderer Beriicksichtigung des Sexualcyclus 
untersucht. Es ergab sich, daB die Aufrechterhaltung von Konzentra- 
tionsgradienten in vitro in erster Linie von der Zufuhr ausreichender 
Energie abhiingig war, wihrend hormonelle Faktoren eine untergeord- 
nete Rolle spielten. 


Methodik 


Tiere und.Gewebe: 15—20g schwere weibliche weiBe Inzuchtmause er- 
hielten Mischfutter und Wasser ad libitum. Die Tiere wurden durch Dekapitation 
getétet; nach dem Ausbluten wurden die Uteri entnommen, der Lange nach auf- 
geschnitten, auf Filtrierpapier abgepreBt und je nach GréBe mit einer Rasierklinge 
in mehrere Stiicke geteilt. Die jeweilige Phase des 6strischen Cyclus wurde in 
iiblicher Weise mit Hilfe des Scheidenabstrichs ermittelt (vgl. 1.c.*). 

Inkubation: Die Uterussegmente (10—30 mg Frischgewicht) wurden in 
3m/ Salzlésung bei 37° in einem Schiittelthermostaten inkubiert und am Ende 
des Versuches durch zwei- bis dreimaliges Abtupfen auf Filtrierpapier von an- 


1 B. Horvath, Proc. nat. Acad. Sci. USA 40, 515 [1954]; A. Csapo, Re- 
cent Progr. Hormone Res. 12, 405 [1956]; F. B. Hughes, Naturwissenschaften 
45, 366 [1958]. 

2 N. B. Talbot, O. H. Lowry u. E. B. Astwood, J. biol. Chemistry 182, 1 
[1940]; D. F. Cole, J. Endocrinology 7, 12 [1950]. 

3 R. Ammon u. W. Dirscherl, Fermente, Hormone, Vitamine und die Be- 
uiehungen dieser Wirkstoffe zueinander, S. 209, Verlag G. Thieme, Leipzig 1948. 
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haftender Salzlésung befreit. Alle angegebenen Gewebegewichte sind, sofern nicht | 
anders vermerkt, Frischgewichte. ; 

Salzlésungen: Folgende Salzlésungen wurden verwendet: Krebs-Ringer. — 
Phosphatlésung*, py 7,4, begast mit O,, ferner Krebs-Ringer-Hydrogencarbonat. — 
lésung*, pH 7,4, begast mit 95°% N,/5% CO,. Die Salzlésungen enthielten als Sub.| 


strate 0,02m Glucose sowie 0,01m Natriumpyruvat. Bei Verwendung anderer| 
organischer Substrate wurden diese in Form ihrer Natriumsalze, hergestellt durch! —— 
Neutralisation mit 1n NaOH, zugesetzt. Die flammenphotometrisch ermittelt. 
Konzentration von Natrium in den Salzlésungen betrug 154, die von Kaliun C; 
5,8 mMol/I. r 
Bestimmung von Kalium und Natrium: Das Gewebe wurde nach} — 
Wagung in Reagenzglaser mit Schliffstopfen iibergefiihrt, je nach GréBe de 
Segmente 3—10 ml 0,1n HNO, zugegeben und iiber Nacht bei Zimmertemperatu Di 
stehen gelassen. Natrium und Kalium wurden mit dem Flammenphotometer. 
Zusatz des Beckman-Spektralphotometers, Modell DU, bestimmt (vgl. 1.c.5). 


Bestimmung des Wassergehaltes: Nach Ermittlung der Frischgewichte 
wurden die Schnitte fiir mindestens 2 Stdn. bei 110° gehalten. Die Differem 
zwischen Frisch- und Trockengewicht wurde dem Wassergehalt des Gewebes 
gleichgesetzt. éstri 

Bestimmung des Inulinraumes: Der Inulinraum der Uterusmuskulatur} der - 
wurde nach Robinson® bestimmt. Die Schnitte wurden in Salzlésungen inku-} jone 
biert, die etwa 1% Inulin enthielten. Nach dem Versuch wurden die Schnitte in} ,; 
2,0 ml Wasser bei 3—4° iiber Nacht stehengelassen. Nach Zugabe von 2,0 ml 
30proz. Trichloressigsiure und Zentrifugieren (5 Min.) wurden 2,0 ml der iiber. 
stehenden Lésung in ein Reagenzglas mit Schliff pipettiert, 2,0 ml Wasser zu. trati 
gegeben und weiter nach der Methode von Bacon und Bell? zur Bestimmung} die I 
der Fructose verfahren. Die Inulinkonzentration im Gewebe dividiert durch die schli 
Inulinkonzentration in der Inkubationsfliissigkeit ergab den Inulinraum in ml/g 














































Gewebe. a 
lire 

Ergebnisse dies 

Alle Versuche wurden mit Uteri normaler geschlechtsreifer weiBer i. 
Mause durchgefiihrt. Auf eine Trennung des ohnehin sehr diinnen Endo. a : 
metriums vom Myometrium wurde verzichtet, nachdem sich in orien. Qa 
tierenden Versuchen ergeben hatte, dafi die Konzentrationsgradienten I 
fiir Natrium und Kalium gegeniiber der Salzlésung fiir abgetrenntes} 7" 
Endometrium geringer waren als fiir normale, unbehandelte Uterus-| ‘* 
segmente. Offenbar setzte die Verletzung, die bei der Abtrennung des inul 


Endometriums vom Myometrium nicht zu vermeiden ist, die Fahigkeit} jjjer 
des Gewebes herab, adiquate Gradienten aufrechtzuerhalten. vom 


Der Natrium- und Kaliumgehalt des Uterusgewebes, ausgedriickt 
in wAquiv./g Frischgewicht, war unabhiingig vom jeweiligen hormonellen 
Status (Tab. 1). Nach aerober Inkubation der Uterussegmente in K rebs- 
Ringer-Lésung, die Glucose und Pyruvat als Substrate enthielt, ver- Kur 
ringerte sich der Kaliumgehalt des didstrischen Gewebes um 23,2 p- sich 
Aquiv./g, waihrend der Natriumgehalt um 21,9 wAquiv./g anstieg. Beim das 


i sche 
4H. A. Krebs u. K. Henseleit, diese Z. 210, 33 [1932]. 100 
5 H. Breuer, H. K. Parchwitz u. C. Winkler, Strahlentherapie 105, 579 

[1958]. z 
6 J. R. Robinson, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 187, 378 [1950]. bAq 


? J.S. D. Bacon u. D. J. Bell, Biochem. J. 42, 379 [1948]. den 
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Tab. 1. Wirkung der Inkubation auf den Kalium- und Natriumgehalt der Uterus- 
I Die Uterussegmente wurden in 3,0 ml Krebs-Ringer-Phosphatlésung, px 7.4, die 


' Glucose und Pyruvat enthielt, 45 Min. bei 37° in O, inkubiert. Die Zahlen in der 
Tabelle geben die Mittelwerte mit Standardabweichungen sowie die Anzahl der 














Versuche (in Klammern) an. 
Cyclus- Experimentelle Tonenkonzentration in wAquiv./g Frischgewicht 
phase Bedingungen K Na e+ Mm . 
Didstrus vor Inkubation | 94,8 + 1,3 (15) | 68,6 + 1,4 (15) | 163,4 (15) 
— nach Inkubation | 71,6 + 1,7 (14) | 90,5 + 3,3 (14) | 162,1 (14) 
“oa vor Inkubation | 90,9 + 0,6 (28) | 70,1 + 1,1 (27) | 161,0 (27) 
sates nach Inkubation | 73,8 + 1,0 (18) | 83,9 + 0,9 (18) | 157,7 (18) 








istrischen Gewebe betrug die Kaliumabnahme 17,1 wAquiv./g, wahrend 
der Natriumgehalt um 13,8 wAquiv./g, zunahm. Die Summe beider Kat- 
ionen war innerhalb der Fehlergrenzen nach Inkubation die gleiche 
wie vor Inkubation. 

Um von den Ionenkonzen- 
trationen im Gesamtgewebe auf 
die Konzentrationen in den Zellen 
schlieBen zu kénnen, ist es not- 
wendig, die GréBe des extracellu- 
liren Raumes zu ermitteln. Aus 
diesem Grund erfolgte die Be- 
stimmung des Inulinraumes, der 
als identisch mit dem extracellu- 
liren Raum angesehen wird. Die 
Abbildung zeigt den Verlauf der 
Inulinaufnahme durch das Ute- 
rusgewebe, wobei jeder Punkt der 
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Inulinraum von Uterussegmenten fer- 

tiler weiblicher Mause in Abhangigkeit 

vom Cyclus. Ordinate: Inulinraum in 
ml/100 g Frischgewicht. 


@ Dioestrus; O Ostrus. 10 














30 





20 


Ma 


Kurve ein Mittelwert aus 4 Bestimmungen ist. Nach etwa 30 Min. hatte 
sich ein Gleichgewicht eingestellt ; wihrend der nichsten 30 Min. nahm 
das Gewebe kein Inulin mehr auf. Der Inulinraum betrug im didstri- 
schen Uterus 20,0 m//100 g Gewebe und im éstrischen Uterus 12,5 ml/ 
100 g Gewebe. 

_ In Tab. 2 sind die Konzentrationen von Kalium und Natrium in 
pAquiv./g Zellen nach Inkubation des Uterusgewebes unter verschie- 
denen Bedingungen angegeben. Die Korrekturen fiir den extracelluliren 
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Elektrolytgehalt wurden unter der Annahme gemacht, daB der extra. 


cellulire Raum die gleiche ionale Zusammensetzung hat wie die Sak.) 
lésung (([K] = 0,0058m; [Na] = 0,154m). Wie aus Tab. 2 hervorgeht} 
war unter aeroben Bedingungen in Gegenwart von Glucose und Pyruvai} 
der Kaliumgehalt am gré8ten und der Natriumgehalt am niedrigsten} ' 
Der Zusatz von Glucose allein oder von Glucose und Glutamat bzw) 
«-Ketoglutarat ergab ahnliche Werte. Dagegen wurden in substrat.} 


freien Salzlésungen geringere Gradienten zwischen den Zellen und den 
umgebenden Medium beobachtet. Unter anaeroben Bedingungen war 
der Kaliumgehalt der Zellen deutlich kleiner und der Natriumgehal 
deutlich héher als nach Inkubation in Sauerstoff. 


Tab. 2. Wirkung verschiedener Substrate sowie einer Anoxie auf den Kalium- uni 
Natriumgehalt der Uterusmuskulatur geschlechtsreifer weiBer Mause. 
Die Uterussegmente wurden in 3,0 ml Krebs-Ringer-Phosphat- bzw. -Hydrogen. 
carbonatlosung, px 7,4, 45 Min. bei 37° inkubiert. Der Inulinraum war in Gegen. 
wart von Glucose und Pyruvat gemessen worden: (vgl. Abbildung), und : die » 
erhaltenen Werte wurden zur Berechnung des extracellularen Raumes herange. 
zogen. Die Zahl der Versuche ist in Klammern angegeben. 























End- Ionenkonzentration in wAquiv./g Zellen 
: Zugesetztes | Konzen- in der 
Gasph ‘ : 
oe Substrat tration | Didstrischen Phase | Ostrischen Phase 
. (mMol/1) : 
K | Na kK | Na 
0, Keines — | 70,6 (6)| 87,4 (6)| 69,8 (6)| 84,4 @) 
Glucose 20 | 82,5 (3)| 78,1 (3)| 75,7 (3)| 80,5 (3) 
Gl 20 P ex ee ‘ 
acne 19 | 83:0. (3)| 77,0 (3)| 78,0 (3)] 77,5 (3) 
Glucose + 20 , 
xKetoglutarat} 10 | 88. (6)| 88,8. (6)| 75,0 (6)| 80,6 () 
Gl : 20 -— = wi 
sang 10 | 88:2 (14) | 75,6 (14) | 83,1 (18) | 73,9 (18) 
N, (95% Gl - 20 . 
C8. tay ce t 10 _| 68:8 (5) | 94,6 (5)| 60,6 (5)| 96,0 (5) 
Ausgangs- 
gewebe ee — — |117,0 (15) | 48,3 (15) |102,5 (28) | 58,3 (28) 











Um festzustellen, welche Energiequellen fiir den Transport von 
Natrium und Kalium gegen ein Konzentrationsgefialle erforderlich sind, 
wurde die Wirkung verschiedener Stoffwechselinhibitoren niher unter. 
sucht (Tab. 3). Nach Zusatz von 2.4-Dinitro-phenol verloren die Zellen 
25—35% ihres Kaliumgehaltes und nahmen entsprechende Mengen an 
Natrium auf. Die unter anaeroben Bedingungen bereits reduzierten 
Gradienten fiir Kalium und Natrium wurden nach Zusatz von Natrium- 
fluorid oder Jodacetat weiter vermindert. Auch wahrend der Inkubation 
bei 0° verlor das Gewebe betrichtliche Mengen an Kalium und akku- 
mulierte eine aquivalente Natriummenge. 
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Diskussion 


Der Kalium- und Natriumgehalt 
‘des Gesamtgewebes, ausgedriickt 
in pAquiv./g Frischgewebe, zeigte 
in der dstrischen und didstrischen 
Phase praktisch keine Unterschiede. 
Andererseits war der Inulinraum 
im didstrischen Gewebe deutlich 
gréBer als im dstrischen. Setzt man 
den Inulinraum dem extracelluliren 
Raum gleich und berechnet auf 
dieser Basis die intracelluliren Elek- 
trolytkonzentrationen, so war in 
der didéstrischen Phase der Kalium- 
gehalt héher und der Natriumgehalt 
niedriger als in der éstrischen Phase ; 
das intracellulire Verhiltnis von 
Kalium zu Natrium betrug 2,4 im 
Didstrus und 1,8 im Ostrus. Unter 
Beriicksichtigung der Zunahme des 
Wassergehaltes von 77,3°% im Di- 
jstrus auf 80,0% im Ostrus ergibt 
sich demnach folgender Ablauf der 
Elektrolyt- und Wasserverschie- 
bungen: Beim Ubergang von der di- 
istrischen zur dstrischen Phase 
nimmt das Gewebe Fliissigkeit auf; 
diese Fliissigkeitsaufnahme fiihrt zu 
einer Ausdehnung des intracellularen 
und zu einer relativen Abnahme des 
extracellularen Raumes sowie — be- 
dingt durch den hohen Natrium- und 
den niedrigen Kaliumgehalt der auf- 
genommenen Fliissigkeit — zu den 
oben beschriebenen intracelluliren 
Elektrolytverschiebungen. 


Bei der Inkubation in glucose- 
und pyruvathaltiger Salzlésung ver- 
lor das Uterusgewebe wihrend der 
ersten 5 Min. einen betrachtlichen 
Teil seines Kaliumgehaltes, akku- 
mulierte jedoch anschlieBend wieder 
Kalium aus der Salzlésung und hielt 
dann im Verlauf der niachsten 30 
bis 60 Min. einen Kaliumgradienten 





Tab. 3. Wirkung von 2.4-Dinitro-phenol(DNP), Natriumfluorid und Jodacetat auf den Kalium- und Natriumgehalt der Uterus- 





muskulatur geschlechtsreifer weiBer Mause. 
Die Uterussegmente wurden in 3,0 ml Krebs-Ringer-Phosphat- bzw. -Hydrogencarbonatlésung, py 7,4, die Glucose und Pyruvat 





CO,. Die Zahl der Versuche ist in Klammern angegeben. 


2/5% 


N, 


Gasphase: O, bzw. 95% 


enthielt, 45 Min. bei 37° inkubiert. 
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von etwa 15 aufrecht; die Natriumbewegungen verliefen umgekehrt. Der 


geringe Natriumgradient von etwa 2 war wohl zum Teil durch den) 
relativ hohen Ausgangswert fiir Natrium bedingt, der auch fiir das} 


Uterusgewebe anderer Species festgestellt worden ist§. 

Die Aufrechterhaltung der Konzentrationsunterschiede in vitro fiir 
Kalium und Natrium zwischen dem Uterusgewebe und der Salzlésuny 
erwies sich als unabhingig von der Cyclusphase, jedoch abhingig von 
der Bereitstellung ausreichender Stoffwechselenergie. Diese Feststellung 
ergibt sich aus den Hemmungsversuchen. Unter aeroben Bedingungen 
bewirkte Dinitrophenol eine Abnahme des Kalium- und eine Zunahme 
des Natriumgehaltes. Da Dinitrophenol die oxydative Phosphorylierung 
entkoppelt, liegt die Vermutung nahe, daB ein wesentlicher Teil der 
Energie fiir den aktiven Ionentransport in der Uterusmuskulatur aus 
den energiereichen Phosphatverbindungen stammt. Ein direkter Nach. 
weis, daB der aktive Transport mit der Synthese von ATP gekoppelt 
ist, konnte bisher fiir das Riesenaxon des Tintenfisches®, fiir mensch. 
liche Erythrocyten?® sowie fiir die Mucosa von Vesiculardriisen™ er. 
bracht werden. Unter anaeroben Bedingungen waren die Konzentra. 
tionsgradienten erwartungsgemi kleiner als unter aeroben Bedingungen. 
Offenbar war die Energielieferung durch die anaerobe Glykolyse nicht 
voll ausreichend. Immerhin wurden auch die Gradienten in Anaerobiose 
zum Teil noch aktiv aufrechterhalten; denn nach Zusatz von NaF oder 
Jodacetat trat eine weitere Abnahme des Kalium- und eine Zunahme 
des Natriumgehaltes ein. Wurde das Uterusgewebe bei 1° inkubiert, s% 
betrug der Kaliumgradient zwischen Gewebe und Salzlésung nur noch 6, 
wihrend der Natriumgradient auf 1,3 abgesunken war. Diese Gradienten 
diirften im wesentlichen durch das Donnan-Gleichgewicht bedingt sein. 

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, daB die Aufrechterhaltung 
von Konzentrationsgradienten fiir Kalium und Natrium im Uterus. 
gewebe vornehmlich Energie aus dem oxydativen und in geringerem 
MaBe auch aus dem anoxydativen Stoffwechsel erfordert ; dagegen hat 
der hormonelle Status auf die in vitro gemessene GréBe der Konzentra- 
tionsgradienten keinen EinfluB, wohl aber auf die in vivo zu beobach- 
tende Elektrolytverteilung. 

Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen For. 


schungsgemeinschaft durchgefiihrt. Frau Ilse Pechthold sei fir ihre Mit- 
hilfe bei der Ausfiihrung der Versuche gedankt. 


Zusammenfassung 


Der Kalium- und Natriumgehalt des Uterusgewebes fertiler Miuse 
war in der diéstrischen und éstrischen Phase gleich groB, wihrend der 
Inulinraum im Ostrus kleiner als im Didstrus war. 





8 E.E. Daniel u. B.N. Daniel, Canad.J. Biochem. Physiol. 85, 1205 [1957]. 
® P.C. Caldwell u. R. D. Keynes, J. Physiology 187, 12P [1957]. 
10 R. Whittam, J. Physiology 140, 479 [1958]. 

UR. Whittam u, H. J. Breuer, Biochem. J. 72, 638 [1959]. 
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Unter bestimmten Inkubationsbedingungen waren Uterussegmente 
in der Lage, Konzentrationsunterschiede fiir Kalium und Natrium 
gegeniiber der Salzlésung aktiv aufrechtzuerhalten. Zusatz von 2.4-Di- 
nitro-phenol sowie von NaF und Jodacetat reduzierten die Konzentra- 
tiosgradienten ebenso wie eine Inkubation bei 1°. 

Der in vitro beobachtete aktive Ionentransport war unabhingig 
von der Cyclusphase, in der sich das Uterusgewebe befand. 


Summary 


The concentrations of potassium and sodium in the uteri of fertile 
mice were found to be identical during the oestrous and dioestrous 
phase. The inulin space was smaller during oestrus than during dioestrus. 

Under definite conditions of incubation, segments of uterus were 
able to maintain potassium and sodium concentration gradients against 
the salt solution. The gradients were lowered by the addition of 2.4- 
dinitrophenol, sodium fluoride or iodoacetate, or by an incubation 
temperature of 1°. 

Ion transport in vitro was independent of the phases of the 
oestrous cycle. 


Priv.-Doz. Dr. H. Brewer, Chemische Abteilung der Chirurgischen Universitats- 
Klinik und Poliklinik, Bonn, Venusberg. 
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Vergleichende Untersuchungen 
von Atmung und Phosphorylierung isolierter Mitochondrien 
bei manometrischer und elektrochemischer MeSanordnung 
Von 
Gerhard Laudahn 


Aus der Inneren Abteilung des Stiadtischen Krankenhauses Berlin- Wilmersdorf 
(Chefarzt: Dr. H. A. H6tzl) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. November 1959) 


Die Sauerstoffaufnahme von Gewebshomogenaten oder isolierten 
Zellbestandteilen in Gegenwart veratembarer Substrate wird meist 
manometrisch im Warburg-Apparat verfolgt. Elektrochemische Sauer. 
stoffmessungen z. B. an Mitochondrien sind noch relativ selten?. Von 
Tédt? wurde kiirzlich eine Apparatur* entwickelt, die eine schnelle 
und genaue Sauerstoffmessung auf elektrochemischem Wege erméglicht. 
Im Gegensatz zur polarographischen Sauerstoffbestimmung*, bei der 
Strom-Spannungs-Kurven aufgenommen werden, handelt es sich hier 
um reine Strommessungen durch galvanische Elemente mit aus. 
reichend unpolarisierbarer unedler Elektrode. 

Mit dieser Apparatur haben wir in mehreren Versuchsreihen die 
Atmung von isolierten Rinderleber-Mitochondrien in Gegenwart von 
Substraten des Citronensiure- bzw. Fettsiiurecyclus gemessen. Nach 
einer gréBeren Anzahl von Vorversuchen wurde auch eine Méglichkeit 
gefunden, die mit der Substratoxydation gekoppelte Phosphorylierung 
mitzuerfassen. Als Vergleich dienten entsprechende Messungen im 
Warburg-Versuch. 

Methodik 


Prinzip: Als exaktes MaB fiir den im elektrolythaltigen Inkubationsmedium 
gelésten Sauerstoff dient bei Einhaltung konstanter Versuchsbedingungen die 
Stromdichte geeignet zusammengestellter galvanischer Elemente. Der Sauerstoff- 
gehalt wird dann durch Ablesung und Umrechnung der am Galvanometer in 
Mikroampére angezeigten Stromstarke erhalten, wobei sich das stromliefernde gal- 
vanische Element in dem zu messenden Versuchsansatz befindet. Als MeBelektrode 
(Kathode) verwendeten wir eine Goldamalgam-Elektrode, als Anode eine Zink- 
elektrode in gesattigter KCl-Lésung. 

1 W. W. Kielley u. J. R. Bronk, J. biol. Chemistry 230, 521 [1958]. 
2 F. Tédt, Elektrochemische Sauerstoffmessungen, Verlag Walter de Gruy- 
ter & Co., Berlin 1958. 
3 JT. M. Kolthoff u. J. J. Lingane, Polarography, Interscience Publ., New 


York 1952. 
* ,,Bioflux‘‘. Hersteller: Dr. Thiedig, Berlin SO 36, Lausitzer Str. 10. 
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Der Apparat besteht aus einem Magnetriihrer, dem eine Kunststoffwanne 
aufgesetzt ist, die wihrend der Messung mit Wasser von konstanter Temperatur 
aus einem Ultrathermostaten durchflutet wird. In der Mitte des Wannenbodens 
befindet sich eine Halterung zum Einsatz des MeBgefaBes. Die Messung erfolgt in 
MeBgefaBen aus Glas von 52 ml bzw. 10 ml Inhalt. Jedes MeBgefaB besitzt zwei 
Rinsatzschliffe fiir die Elektroden, die mit dem Galvanometer verbunden sind. 
Jwei weitere Schliffe dienen zur Aufnahme 
der Eichbiirette und eines Thermometers 
oder Gaseinleitungsrohres. Am GefaBansatz- Lichaufsatz 
stick der Eichbiirette ist zusatzlich eine | : 
durchstechbare Gummikappe angebracht; 
diese dient zum Aufsatz fiir eine Rekord- 
oder Nylonspritze, durch die wahrend der 
Messung Zusatze in die MeBlésung gemacht (hier 
oder Proben entnommen werden kénnen Jiragm) 

(vgl. Abb. 1). Das zur Messung der Strom- be] 
stirke dienende Anzeigegerat enthalt acht 
StromstérkemeBbereiche von 6—1200 wA. 
(Nahere Einzelheiten iiber die Apparatur 
sowie iiber die theoretischen und prak- 
tischen Prinzipien der elektrochemischen 
Sauerstoffmessung kénnen dem Buch von 
Tédt? entnommen werden.) 
MeBvorgang: Das mit der Inku- 
bationslésung (ohne Mitochondrien!) ge- 
fillte GefaB wird in das thermokonstante 
Wasserbad von 30° eingesetzt (Umspiilung 
bis zu den Schliffen) und der Inhalt durch 
den Magnetriihrer mit 1000 U./Min. gleich- 
maBig durchmischt. Durch Einleiten von 
Stickstoff wird der geléste Sauerstoff aus- 
getrieben, bis das MeBgerat nur noch etwa 
50% des Ausgangs-Luftsattigungswertes 
anzeigt (Dauer etwa 30 Sek.). Dann wird 
das GefaB luftblasenfrei geschlossen und N 
bei standiger Magnetriihrung die Konstanz | 
des angezeigten Stromstarkewertes abge- —— W 
wartet (15—20 Sek.). Unter gleichzeitiger 
Betétigung einer Stoppuhr wird jetzt die Magnetstab 
Mitochondrien-Suspension mittels der Re- a | ) 
kordspritze in die Lésung eingespritzt; i ; 
der verdrangte Teil der Inkubationslésun Abb. 1. Schematische Darstellung 
steigt dabei in die Kichbiirette hoch (Hahn eines MeBgefaBes fiir elektrochemische 
offen!), ohne daB dabei ein Teil der O,-Messungen nach Tédt*. 
Mitochondriensuspension mitgerissen wird 
(kurzfristiges Ausschalten des Riihrers). Der Biirettenhahn wird geschlossen und 
die kontinuierliche Abnahme der angezeigten Stromstiarke (Sauerstoffverbrauch) 
kann nun in Abstanden von je 1 Min. — bei niedrigen Sauerstoffgehalten auch 
sehr gut in Intervallen von 10 bis 30 Sek. — verfolgt werden. Die Gesamtdauer 
der Messung richtet sich nach dem Ausgangssauerstoffgehalt der Lésung sowie 
nach der Menge und Aktivitét der zugesetzten Mitochondriensuspension. Unsere 
Messungen erstreckten sich bei reinen Atmungsuntersuchungen in der Regel iiber 
20 Min., bei Messungen der oxydativen Phosphorylierung iiber 5—10 Minuten. 
Wird der Sauerstoffgehalt nicht durch Einleiten von Stickstoff reduziert, ist eine 
MeBdauer bis zu 3 Stdn. méglich. 
Die Eichung des Systems und Errechnung der Sauerstoffkonzentration aus 
den Stromstarkewerten erfolgte am Ende jeder Messung, wenn der vorhandene 
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Sauerstoff verbraucht war; nétigenfalls wurde nach AbschluB der vorgesehenen 
MeBzeit bis zu diesem Zeitpunkt (Stillstand des Zeigergerates) gewartet. Dann 
wurden bei den 10-m/-GefaBen 1,0 mi, bei den 52-ml-GefaBen 3,0 mi luftgesitt, 
dest. Wassers zugegeben, dessen Sauerstoffgehalt in Abhangigkeit von der Sit. 
tigungstemperatur einer Eichkurve entnommen wurde (,,Zugabeeichuny‘). Der 
dadurch entstehende Zuwachs an Stromstarke erlaubt fiir jeden Versuch die Er. 
rechnung derjenigen Menge Sauerstoff in mm*, die 1 wA entspricht. 

Inkubationslésung: Die mit 0,29m Saccharose oder 0,15m-KCl-Lésung 
auf Isotonie gebrachte Inkubationslésung hatte nach Zusatz der Mitochondrien. 
suspension fiir reine Atmungsmessungen folgende Zusammensetzung (Endmolari- 
taten): Na,HPO,/KH,PO,-Puffer (pH 7,2) 0,0133m; Substrat 0,01m; MgSO, 
0,0066m und Tris-[hydroxymethyl]-aminomethan-Puffer (pp 7,2) 0,02m. 

Bei Messungen der oxydativen Phosphorylierung befanden sich zusatzlich im 
System: NaF 0,016m, ADP 0,001m, Glucose 0,015m und 15 bzw. 30 mg Hefe. 
Hexokinase (Typ III, Sigma). Bei $-Hydroxy-buttersiure als Substrat kamen 
noch 0,0002m DPN und 0,00001m Cytochrom c hinzu. 

Zur Bestimmung des Nullzeit-Phosphatwertes wurden 30 Sek. nach Zugabe 
der Mitochondrien 0,5 ml der kompletten MeBSlésung entnommen — die dabei 
gleichzeitig aus dem Biiretteniiberstand wieder ersetzt wurden — und 1 Min, 
nach Zugabe wurde die Messung begonnen. Die entnommene Probe wurde ‘sofort 
1:1 mit eiskalter 6proz. Perchlorsiure enteiwei8t und zentrifugiert; der klare 
Uberstand diente zur Phosphatbestimmung. Am Ende jeder Messung diente eine 
gleichartig entnommene und behandelte Probe als Phosphatendwert. 

Mitochondrien wurden wie friiher* beschrieben aus Rinderleber in 0,25m 
Saccharose isoliert. Bei den 10-m/-GefiBen wurde stets 1,0 ml, bei den 52-ml- 
GefaBen stets 3,0 ml der Suspension (Stickstoffgehalt im Mittel 2,5 mg/ml) ein. 
gesetzt. Um die 0.a. Endkonzentrationen der Reagenzien zu gewahrleisten, muBten 
die Ausgangskonzentrationen in der jeweiligen Inkubationslésung auf Grund der 
Flissigkeitsverdrangung durch den Mitochondrienzusatz um den entsprechenden 
Prozentsatz héher liegen. 

Phosphatbestimmung: Bestimmungen der Phosphataufnahme aus dem 
Gehalt der MeBlésung an anorganischem Phosphat zu Beginn und am Ende der 
Messung fiihrten auf Grund der bei dem grofen Fliissigkeitsvolumen oft nur 
geringfiigigen Unterschiede zu unbefriedigenden Werten. Die Phosphataufnahme 
wurde daher aus der Menge des neugebildeten Glucose-6-phosphats (G-6-P) er- 
rechnet. Diese Bestimmung erfolgte optisch-enzymatisch im ELKO II bei 366 mu. 
Dazu wurden 0,7 mi des eiweiBfreien Uberstandes mit 0,2 ml eines Gemisches aus 
Im Triithanolamin-hydrochlorid und 1,3m K,CO, versetzt; nach 10 Min. langem 
Stehenlassen auf Eis wurde vom Perchloratniederschlag dekantiert. und 0,5 ml 
des eiwei8- und perchloratfreien Uberstandes wurden zum Test eingesetzt. 

Testansatz: 2,37 ml 0,05m ‘Triathanolamin-hydrochlorid-Puffer, py 7,6; 
0,05 ml Cystein-hydrochlorid (neutralisiert mit KOH) 0,5m; 0,01 ml 0,5m MgS0,; 
0,05 ml TPN (10 mg/ml); 0,02 ml Zwischenferment (2 mg/ml). Start mit 0,5 ml 
Uberstand. Errechnung des G-6-P-Gehaltes in iiblicher Weise aus der Extinktions- 
differenz unter Zugrundelegung des molearen Extinktionskoeffizienten fir TPNH 
und einem Molekulargewicht von 260,08 fiir G-6-P. 


Warburg-Messungen erfolgten wie friiher beschrieben‘. 


Ergebnisse 


Atmung 


Die Oxydation verschiedener Substrate des Citronensiure- bzw. 
Fettsiurecyclus durch Mitochondrien lie8 sich mit der elektrochemischen 
MeBmethode sehr gut verfolgen. Nach einer MeBzeit von 20 Min. 


4G. Laudahn, diese Z. 814, 95 [1959]. 
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stimmte der elektrochemisch gemessene Sauerstoffverbrauch mit dem 
geichzeitig manometrisch an der selben Mitochondriensuspension ermit- 
telten um +10% iiberein (vgl. Abb. 2). Die Vorteile des elektrochemi- 
schen Verfabrens gegentiber dem manometrischen zeigten sich dabei 
ghr deutlich: mit dem ersteren konnte jede Minute ein MeBwert er- 
halten werden; die graphische Darstellung der Einzelwerte ergab jeweils 
cine ausgezeichnete Linearitit. Bei dem herké6mmlichen manometrischen 
Verfahren mit GefaiBen von etwa 15 mi Inhalt ist es nur bei hoher Mito- 
chondrienkonzentration und Substratkonzentrationen gréBer als 10-*m 
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Abb. 2. Oxydation von Bernstein- | 
siure (a), B-Hydroxy-buttersiure = ) 
(i) und «-Keto-glutarsiure/Malon- & 
siure (c) durch Rinderleber-Mito- Me 

chondrien. o: Elektrochemische LP 
Messung nach Tédt im 52-ml-Ge- 2 pp CA 


fiB; «: Manometrie nach War- 
burg. 





























4 8 12 16 20 
Mn —— 


méglich, einigermaBen zuverlissige Ablesungen in kleineren Abstiinden 
als 5 Min. zu machen, da die Anderungen des Gasvolumens pro Minute 
wu gering sind. AuBerdem miissen pro Warburg-Versuch wenigstens drei 
GefiBe mit gleicher Versuchsanordnung laufen, um durch Ausgleich der 
Manometerdifferenzen zuverlissige Mittelwerte zu erhalten. Die Streuung 
der Sauerstoffaufnahmen bei ein und derselben Mitochondriensuspen- 
sion war bei dem elektrochemischen Verfahren mit + 3°% ebenfalls besser 
als bei dem manometrischen mit +6°% (20 Versuche an einer durch 
Lyophilisieren standardisierten Mitochondriensuspension). Auch bei 
hohen Mitochondrien- und Substratkonzentrationen im Ansatz blieben 
die Sauerstoffaufnahmekurven beim elektrochemischen Verfahren linear, 
beim manometrischen dagegen traten trotz ausreichender CO,-Absorp- 
tion Kriimmungen der Kurven ein (vgl. z.B. Abb. 2, Kurve a). 


Um den Reagenzienverbrauch speziell fiir die Messung der oxyda- 
tiven Phosphorylierung in tragbaren Grenzen zu halten, hatten wir 
neben den 52-ml-GefiBen die 10-ml-Gefife anfertigen lassen. Dabei 
zeigte sich jedoch, daB unter Beibehaltung der 0.a. Methodik die MeB- 
werte jetzt gréBere Abweichungen zu den manometrisch ermittelten 
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Kontrollwerten oder den mit den groBen GefaiBen gefundenen Ab. 
lesungen zeigten. Bei héherem Gehalt der Inkubationslésung an Sauer. 
stoff, d.h. bei Verzicht auf gréBere (> 20°) Sauerstoffaustreibung durch 
Stickstoff, glichen sich diese Unterschiede wieder aus. Anordnung und 
GréBe der MeBelektrode — die bei den kleinen GefiBen naturgemag 
sehr verringert werden muBte — sowie mégliche Konzentrationsver. 
schiebungen innerhalb der Diffusionsschicht und an der Elektroden. 
oberfliche, Zehrungseffekte u. dgl., die fiir die MeBanordnung im grofen 
GefaB nicht in Frage kommen, kénnen fiir dieses unterschiedliche Ver. 
halten maBgebend sein. 


Oxydative Phosphorylierung 


Bei unseren Warburg-Untersuchungen mit Succinat als Substrat 
haben wir in Ubereinstimmung mit der Literatur (l.c.5, B-Hydroxy. 
butyrat als Substrat) gefunden, da bei der Substratoxydation durch 
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Abb. 3. Zeitlicher Verlauf der Sauer. 
stoff- und Phosphataufnahme isolierter 
Rinderleber-Mitochondrien im War. 
burg- Versuch. Substrat Bernstein- 
saure. 
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Mitochondrien die O,-Aufnahme linear ansteigt, die Phosphataufnahme 
dagegen zuniichst steiler und dann flacher verliuft. Wie die graphische 
Darstellung des zeitlichen Verlaufs der P- und O,-Aufnahme zeigt, liegt 
der korrekte Zeitpunkt zur Beendigung der Messung im Schnittpunkt 
beider Kurven; vorher sind die P/O-Quotienten zu hoch, spater zu 


niedrig (vgl. Abb. 3). Dieser Zeitpunkt liegt bei unserem Warburg.f 


Verfahren zwischen 20 und 30 Minuten, beim Tédt-Verfahren (52-ml- 
GefaiB) dagegen bereits zwischen 5 und 10 Minuten. 

Dieser Unterschied kann durch die verschiedenen physikalischen 
Grundbedingungen zustande kommen: einerseits O,-Verbrauch aus 
einem konstanten Gasvolumen, andererseits Verbrauch physikalisch ge- 
lésten Sauerstoffs. Fiir diese kurzen MeBzeiten eignen sich aus den 0.a. 
Griinden die kleinen GefaiBe nicht. Die Untersuchungen der oxydativen 
Phosphorylierung wurden daher nur in den 52-ml-Gefai8en durchgefiihrt. 


5 G. Lamprecht, Dissertat. Techn. Hochsch., Miinchen 1956. 
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In Verbindung mit der elektrochemischen Sauerstoffmessung an Rinderleber- 
mitochondrien bestimmte P/O-Quotienten. Alle Messungen in 52-ml-GefaBen. 
y= Anzahl der Einzeluntersuchungen; P/O (T) = im Tédt-Verfahren gemes- 
gne P/O-Quotienten; P/O (W) = Vergleichswerte derselben Mitochondrien- 

suspension im Warburg- Versuch; DNP = 2.4-Dinitro-phenol. 


















































: Aufnahme 
y|| Substrat |} in 4g-Atome P/O P/O Bemerkungen 
i 0, (T) (W) 
J : MeBdauer 
17 || Succinat 7,40 | 3,94 |] 1,88 + 0,20 || 1,96 + 0,09 10 Min. (Tédt) 
3 || Succinat 0,00 | 4,10 0,00 0,00 5: 10"*. DRE 
. pro Ansatz 

. MeB8dauer 
7 || Ketoglutarat |} 5,81 | 2,21 || 2,63 + 0,26 || 2,81 + 0,12 10 Min. (Tédt) 
. || Ketoglutarat MeBdauer 
5 i: Mehetink 5,08 | 1,52 || 3,34 + 0,28 |} 3,52 + 0,11 10 Min. (‘Tédt) 

f-Hydroxy- MeBdauer 
gq ityrat 9,17 | 3,42 || 2,68+ 0,21 || 2,83 + 0,09 5 Min. (Todt) 


Die Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die bei der elektrochemischen 
Messung erzielten P/O-Quotienten und stellt sie den im Warburg- 
Verfahren gemessenen Werten der jeweils gleichen Mitochondrien- 
suspension gegeniiber. Es wird ersichtlich, daB die Werte durchweg 
befriedigend sind, wenn sie auch gegeniiber den Warburg-Werten 
niedriger liegen und eine gréBere Schwankungsbreite haben. Dabei muB 
jedoch beriicksichtigt werden, daB bei dem elektrochemischen Verfahren 
die Phosphataufnahmen aus G-6-P errechnet wurden, wihrend beim 
manometrischen die Menge des verschwundenen anorganischen Phos- 
phats zugrundegelegt wurde. Das kénnte bedeuten, daB entweder bei 
der Berechnung des Phosphats aus G-6-P nicht alle Transphosphory- 
lerungsprozesse erfa8t werden, oder — wahrscheinlicher — da8 die 
MeBzeiten bzw. die gesamte elektrochemische Methodik noch nicht den 
optimalen Bedingungen entsprechen. 

Kontrolluntersuchungen mit dem als Entkoppler der oxydativen 
Phosphorylierung bekannten 2.4-Dinitro-phenol zeigten jedoch, daB die 
MeBanordnung im Prinzip einwandfrei ist: Zusatz von 5-10-5m DNP 
blockiert die ATP-Synthese und damit die G-6-P-Bildung und fiihrt zu 
einer geringen Stimulierung der Atmung. Dieser Befund entspricht ge- 
nau den Verhialtnissen bei der konventionellen Warburg-Technik. 


Diskussion 


Die vorliufigen Ergebnisse haben gezeigt, daB es mit dem elektro- 
chemischen MeBverfahren nach Tédt méglich ist, Atmung und damit 
gekoppelte Phosphorylierung an isolierten Mitochondrien zu messen. 
Gegeniiber der Warburg-Methodik bestehen bei reinen Atmungsmessun- 
gen eine Reihe bedeutsamer Vorteile: 
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1. Das elektrochemische Verfahren ist weniger umstiindlich; die 
kurzen MeBzeiten sind besonders bei der Untersuchung so labiler Zell. 
komponenten, wie sie die Mitochondrien darstellen, giinstig. 


2. Die MeBwerte stimmen mit den manometrischen Werten gut 





iiberein, sind aber — besonders bei schwachen O,-Aufnahmen — ge. 
nauer und besser reproduzierbar. 

3. Die MeBanordnung kann so gewihlt werden, daB innerhalb der 
gesamten MefBdauer alle 10 Sek. EinzelmeBwerte erhalten werden. Das 
ist im tiblichen Warburg-Verfahren nicht méglich (bzw. nur bei An. 
schluB eines kostspieligen elektronisch gesteuerten Druckregistrier. 
gerites). 

4. Ein weiterer entscheidender Vorteil ist die Méglichkeit, wih. 
rend der Messung Substanzen zusetzen oder Proben der MeBlésung ent. 
nehmen zu kénnen. Art und Dauer der Beeinflussung der Atmung dure, 
Pharmaka oder physikalische Einfliisse (Strahlen) oder die Konzentra. 
tion stationarer Zwischenprodukte des oxydativen Stoffwechsels kénnen 
dadurch direkt gepriift werden. 


In diesem Zusammenhang liefern vermutlich die Arbeiten von 
Tédt, Damaschke, Warburg u. a. (Zusammenfassung s. 1.c.?) iiber 





die Messungen der durch Photosynthese freigesetzten Sauerstoffmengen 
bei der Griinalge Chlorella den eindrucksvollsten Beweis fiir die Méglich. 
keiten des elektrochemischen Verfahrens: die Methode erlaubte die Mes. 
sung der durch einen einzelnen Lichtblitz von 10-5 Sek. Dauer be. 
wirkten O,-Produktion in der GréSenordnung von 10-*g O,/GefaiB! Dic 
in dem Buch von Tédt zusammengefa8ten Ergebnisse anderer Unter. 


sucher an pflanzlichen und tierischen Zellsuspensionen unterstreichenfi 


weiterhin den Wert dieser Methode. 
Bei Untersuchung der oxydativen Phosphorylierung ergeben sich 
noch einige Schwierigkeiten, die offenbar mehr durch physikalische ak 


durch biochemische Probleme bedingt sind. MeBwerte, die den Erwar.f- 


tungen entsprachen und den Kontrollwerten der Warburg-Methodik 
vergleichbar waren, erhielten wir nur bei Verwendung der 52-ml-Gefabe. 
Die damit verbundenen hohen Kosten des Einzelversuches durch die 
notwendigen Mengen teilweise sehr teurer Reagenzien verhindern zu 
nachst den Ausbau des Verfahrens zur Routinemethodik. Durch weiter 
Versuche mit ZwischengréBen der GefiBe (20—30 ml), veriinderter Elek- 
trodenanordnung und gegebenenfalls anders zusammengesetzter Inku 
bationslésung sollte es jedoch méglich sein, dieses wertvolle Verfahren 
auch fiir die Untersuchung der oxydativen Phosphorylierung nutzbar 
zu machen. Fiir reine Atmungsuntersuchungen ist es dem manometti. 
schen Verfahren vorzuziehen. 
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Zusammenfassung 


Mit dem Verfahren der -elektrochemischen Sauerstoffbestimmung 
nach T6dt wurde die Sauerstoffaufnahme isolierter Leberzellmitochon- 





en gut 


dren in Gegenwart verschiedener Substrate bestimmt. Vergleichs- 


—~ 8B intersuchungen mit der manometrischen Methodik nach Warburg 


alb der 


wigten gute Ubereinstimmung der Ergebnisse. 
Gegeniiber der Manometrie bietet das elektrochemische Verfahren 


on. Dasf yerschiedene Vorteile, die im einzelnen diskutiert werden. Die mit der 
ei An-BSubstratoxydation gekoppelte Phosphorylierung (P/O-Quotient) kann 
sistrier-§ pei der elektrochemischen Messung miterfaBt werden. Fiir die verwen- 


deten Substrate wurden im Mittel folgende P/O-Quotienten gefunden: 


;, wih. Succinat 1,88; Ketoglutarat 2,63; Ketoglutarat + Malonat 3,34 und 
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j-Hydroxy-butyrat 2,68. Bei der Bestimmung der P/O-Quotienten liefert 
jedoch das Warburg-Verfahren besser reproduzierbare Werte und muB 
wnichst noch dem elektrochemischen Verfahren vorgezogen werden. 
Die Griinde hierfiir werden besprochen. 


Summary 


The oxygen consumption of isolated liver cell mitochondria in the 
presence of different substrates has been determined with Tédt’s 
electrochemical oxygen estimation method. There was a good agreement 
between the results by this method and those obtained by Warburg’s 
manometric method. 

Compared with the manometric method, tlie electrochemical method 
has several advantages which are discussed in detail. Substrate oxydat- 
io and coupled phosphorylation (P/O ratio) may be determined simul- 
taneously in the electrochemical procedure. For the substrates used, 
the following average P/O ratios have been found: Succinate 1.88, keto- 
glutarate 2.63, ketoglutarate + malonate 3.34 and $-hydroxybutyrate 
2.68. Results for the determination of P/O ratios by the Warburg 
method are, however, more reproducible and this method is, therefore, 
at present favoured to the electrochemical method. The reasons for this 
are discussed. 


Dr. G. Laudahn, Stédtisches Krankenhaus Berlin-Wilmersdorf, Berlin W 30, 
Achenbachstr. 16, Hauptlabor. 
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Zum Tyrosinstoffwechsel der Insekten, III* 


Uber den Einbau von Tyrosin-Umwandlungsprodukten in das 
Puppenténnchen der Schmeiffliege Calliphora erythrocephala 
Von 
Peter Karlson 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitét Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Dezember 1959) 
Herrn Professor A. Kiihn zum 75. Geburtstag 


Bei den Fliegenmaden verwandelt sich am Ende des letzten Larven. 
stadiums die bisher helle, weiche Larvencuticula in das harte, meist 
braun gefiirbte Puparium; erst innerhalb des Pupariums vollzieht sich 
dann die eigentliche Puppenhiutung und die Imaginalentwicklung. Die 
Pupariumbildung ist von dem im Weismannschen Ring (Ringdriise) 
gebildeten Hormon abhingig*. Sie kann zur physiologischen Bestim. 
mung dieses Hormons benutzt werden; dieser von uns an Maden von 
Calliphora seit vielen Jahren durchgefiihrte Test war wegleitend fiir die 
Isolierung des Metamorphosehormons Ecdyson durch Butenandt und 
Karlson®. Er ist leicht auszufiihren und sehr zuverlissig *. 

Im Zusammenhang mit dem Problem der biochemischen Wir. 
kungsweise des Ecdysons interessierte uns die Frage, welche chemischen 
Prozesse fiir die Umwandlung der Larvencuticula in das Puppen- 
ténnchen verantwortlich sind. Hierzu lagen Untersuchungen von 


Pryor, Fraenkel und Rudall, Hackman und Todd, Dennell uaf! 


vor (zusammenfassende Darstellungen s. 1. c.5-7). Danach lag der Er. 
hirtung der Cuticula eine Chinongerbung zugrunde, die zu einer Ver. 
netzung der Proteine fiihren mu’. Die Chinone sollen dabei dem Ty- 


rosinstoffwechsel entstammen; von Pryor, Russell und Todd: 


1 T. Mitteil.: P. Karlson u. H. Schmid, diese Z. 300, 35 [1955]; II. Mit 
teil.: P. Karlson u. E. Wecker, diese Z. 300, 42 [1955]. 

2 G. Fraenkel, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 118, 1 [1935]; E. T. Burtt, 
ebenda 126, 210 [1938]; E. Becker u. E. Plagge, Biol. Zbl. 59, 326 [1939); 
E. Becker, ebenda 60, 361 [1940]; B. Possompés, Arch. Zool. exp. gen. 8%, 
203 [1953]. 

3 A. Butenandt u. P. Karlson, Z. Naturforsch. 9b, 389 [1954]. 

4 P. Karlson, Vitamins and Hormones 14, 227 [1956]. 

5 A. G. Richards, The Integument of Arthropods, University of Minnesots 
Press, Minneapolis 1951; A. G. Richards, Ergebn. Biologie 20, 943 [1958]; V. 
Wigglesworth, Annu. Rev. Entomol 2, 37 [1957]. 

6 R. Dennell, Biol. Rev. Cambridge philos. Soc. 38, 178 [1958]. 

7 R. H. Hackman, Veréff. IV. Internat. Kongr. Biochemie Wien 195i) 
Bd. XII, 8.48, Pergamon-Press, London 1959. 

8 M.G.M. Pryor, P. B. Russell u. A. R. Todd, Nature |London] 159, 39 
[1947]. 
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yurde aus Calliphora-Puppen Protocatechusiure isoliert; méglicher- 
yeise Sind noch andere o-Diphenole beteiligt®. Aus den phenolischen 
Vorstufen entstehen unter der Wirkung des Enzyms Tyrosinase die 
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»Chinone, die dann als reaktionsfaihige Verbindungen mit den Pro- 
teinen kondensieren sollen. 

Obwohl diese Anschauung einen hohen Grad von Wabhrscheinlich- 
keit besitzt, kann sie nicht als streng bewiesen gelten, vor allem nicht 
hinsichtlich der Annahme, daB Tyrosin die Muttersubstanz der ein- 
glagerten Verbindungen ist und iiber Dopa in o-Chinone iibergeht. In 
vinen letzten Arbeiten hat Dennell® ein anderes Schema aufgestellt; 
danach soll Tyrosin durch unspezifische Hydroxylierung unter Elimi- 
nierung der Seitenkette in Hydrochinon, Hydroxyhydrochinon und Py- 
ngallol iibergehen, und die Sklerotisierung wire als Gerbung durch 
pChinone aufzufassen. Eine Klarung dieser Frage war hinsichtlich 
userer Problemstellung nach dem Eingreifen des Hormons Ecdyson 
inden Reaktionsablauf von erheblicher Bedeutung. Wir haben deshalb 
den Einbau radioaktiv markierter méglicher Chinonvorstufen in die 
(uticula studiert. 


Material und Methoden 


Die radioaktiven Aminoséuren L-Tyrosin (generell markiert), pL-Tyrosin- 
[6-“C] und pu-3.4-Dihydroxy-phenylalanin-[f-C] (Dopa) wurden vom Radio- 
chemical Centre Amersham, das radioaktive Hydrochinon-[2.3.5.6-4C] vom Com- 
missariat a l’energie atomique, Centre d’études “Nucléaires de Saclay, Gif-sur- 
Yvette, Frankreich, bezogen. Sie wurden in waBr. oder gepufferter Liésung injiziert. 

Fir die Versuche wurden sowohl Normaltiere als auch abgeschniirte Hinter- 
stiicke, wie sie normalerweise zum Calliphora-Test verwendet werden, benutzt. 
Die letzteren wurden spater bevorzugt, da sie nur durch Hormon-Injektion zur 
Pupariumbildung zu bringen sind; das erméglicht eine bequeme Kontrolle des 
Tyrosin-Stoffwechsels ohne Hormon und liefert einen Zeitnullpunkt fiir die Um- 
wandlung der Larvencuticula in das Puparium. 

In bestimmten Zeitabstaénden nach der Injektion (bei nicht geschniirten 
Tieren nach der Pupariumbildung) wurden die Tiere prapariert; die Cuticeln 
wurden mit inaktivem Tyrosin 15 Min. gewaschen, dann getrocknet und auf 
nassem Wege verbrannt. Der Kérperinhalt wurde bei 105° gleichfalls getrocknet 
ud entweder ein aliquoter Teil verbrannt und die Radioaktivitat des BaCO, 
bestimmt, oder die Substanz in Ameisensiure heiB gelést und auf Aluminium- 
shilchen plattiert; aus je 6 dieser Priparate wurde die mittlere Aktivitat er- 
rchnet. Dieses Verfahren war einfacher, und die 6 Aktivitatsbestimmungen 
stimmten meist gut iiberein. Die Selbstabsorption wurde durch Extrapolation 
auf unendlich diinne Schicht beriicksichtigt. 


Ergebnisse 


Der Verlauf der Tyrosinaufnahme in das Puparium ist in der Ab- 
bildung dargestellt*. Das Radictyrosin war hier intakten Larven etwa 
1Tag vor der Verpuppung injiziert worden. Man findet nur einen 








* Dieser Versuch wurde von Frau Dr. A. Hillmann-Elies durchgefiihrt. 
‘ ® R. H. Hackman, M.G.M. Pryor u. A.R. Todd, Biochem. J. 48, 474 
{1948}. 
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Teil der Aktivitat wieder; wie das Tyrosin abgebaut wird, bleibt noch 
zu kliren. Mit Eintritt der Pupariumbildung tritt sofort Radioaktivitat 
im Puparium auf, die sich dann kaum noch andert. Das hier festgelegte 
Tyrosin ist dem Stoffwechsel der Puppe offenbar weitgehend entzogen, 
Im Hydrolysat des Pupariums (d.h. der Cuticula) konnte kein radio. 
aktives Tyrosin gefunden werden. 









































60 f 

40 . s 
Aufnahme von radioaktiv mar. 
kiertem Tyrosin in das Puparium 
' von, Calliphora. Ordinate: Radio. 
2 aktivitét der Puparien in Prozent 
| der wiedergefundenen Aktivitat. 
f Abzisse: Tage nach Verpuppung. 

2 4 6 8 0 
ge. —— 


Um den zeitlichen Verlauf des Tyrosineinbaus niher zu unter. 
suchen, wurden Versuche mit geschniirten Larven durchgefiihrt. Hier 
wurde die Pupariumbildung durch Injektion von 4 Calliphora-Einheiten 
Ecdyson (in Form hochgereinigter Konzentrate) ausgelést. Kontroll. 
serien wurden nur mit radioaktivem Material injiziert; sie verpuppten 
sich nicht und zeigten auch keinen Einbau. AuBer generell markiertem 
Tyrosin wurde seitenkettenmarkiertes Tyrosin und 3.4-Dihydroxy- 
phenylalanin-[f-4C] (Dopa) sowie Leucin-[1-1C] gepriift. Leucineinbau 
hatte auf Proteinsynthese schlieBen lassen; die Zahlen der Tab. 1 zeigen, 
daB auch bei gleichzeitiger Hormoninjektion kaum Cuticulaprotein syn- 
thetisiert wird und da8 deshalb der Einbau von Tyrosin sicher nicht 
auf Proteinsynthese zuriickzufiihren ist. Damit stimmt iiberein, dab 
nach Hydrolyse der Cuticula zwar Tyrosin zu finden ist, dieses aber 
keine Radioaktivitait aufweist *. 

Der Einbau der Vorstufen in die Cuticula ist recht erheblich, wenn 
auch nicht so groB wie bei nicht geschniirten, sich normal entwickeln- 
den Tieren. Das ist verstindlich, da Schniirung und Abtrennung des 
Vorderstiicks einen starken Eingriff bedeuten und die Hinterstiicke 
ohnehin nur etwa 2 Tage iiberleben. Bemerkenswert ist, daB auch die 
Radioaktivitiét von Tyrosin-[f-14C] eingebaut wird; die Seitenkette 


* Ein Teil dieser Ergebnisse wurde im Zusammenhang mit anderen Ver. 
suchen auf dem IV. Kongre8 fiir Biochemie vorgetragen. Leider sind im ge. 
druckten Referat (Veréff. IV. Internat. Kongre8 fiir Biochemie in Wien 1958, 
Sympos. XII, S. 37, Pergamon Press, London 1959) die Daten fiir die Versuche 
»mit Hormon‘ und ,,ohne Hormon* vertauscht worden. 
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ibt Tab. 1. Einbau radioaktiver Aminosauren in die Cuticula abgeschniirter Calliphora- 
' Noch Larven wahrend der Pupariumbildung. 
uk tivitit 
stvelegte Zeit Wiedergefundene Aktivitat 
nt zogen pew | mit Hormon ohne Hormon 
i cay a. jek- Puppe . Puppe : 
n ‘ Injizierte Substanz — Bina Puparium Benen: Pupariu 
radio ton | Exe | ontioala) «=f pate’ | © (catioula} 
Stdn. | Imp./Min. | Imp./Min. | %* Imp./Min. | Imp./Min. | %* 
L-Tyrosin 12 19800 683 3,3 20080 368 1,8 
(generell markiert) 11960 799 5,7 36080 2630 6,8 
16 28620 2980 9,4 29680 542 1,8 
23600 2470 9,5 17300 465 2,6 
18 9730 1547 | 13,7 89092 667 6,9 
11112 2763 | 20,0 79155 291 3,5 
20 14080 4940 | 26,0 30200 2019 6,3 
iv mar. 28200 5190 | 16,0 38500 2016 5,0 
uparium 25 6854 3211 | 31,9 9309 259 27 
: Radio. 10974 5677 | 34,1 || 10437 291 27 
4 Onem 17300 7530 | 30,0 || 22700 | 7350 | 24,5 
ivitat. 36 16500 7795 | 32,0 || 16900 | 2252 | 11,7 
appa. 19400 8500 | 31,0 
44 5993 5746 | 48,9 9667 830 7,9 
8416 3904 | 31,7 7309 625 7,9 
pi-Tyrosin-[B-4C] 15630 | 2495 | 14,0 
a 19 15640 1651 9,5 20880 332 1,6 
;. Hier 
f 16800 3649 | 18,0 a 
heiten | eel sel aoy eM CF 
ntroll. 9090 | 4049 | 34,0 ‘ 
ippten 44 | 1020 | 3021 | 23,0 || 19740) 279 | 20 
iertem 
lroxy. pL-Dopa-[B-!4C] 19 19900 10680 | 35,0 22590 5940 21,0 
ba ° 31630 4830 | 13,0 21390 6355 23,0 
a 95 | 25120} 6165 | 20,0 || 31920 | 1774 | 5,3 
elgen, 22400 10110 | 31,0 29590 938 3,1 
1 syn. 44 | 17150 | 15185 | 47,0 || 35600 | 5998 | 14,0 
nicht 14630 12025 | 45,0 24720 2771 11,0 
, dab 
aber pi-Leucin-[1-4C] 16 11250 392 3,4 9700 430 4,3 
11140 416 3,6 12832 368 2,8 
24 7990 320 3,9: 10500 298 2,8 
wenn 13540 445 se 10450 340 3,2 
keln- 3g | 11100 482 | 4,1 || 12350 | 663 | 5,1 
Z des 16800 460 2,7 10630 413 3,7 
siicke * Prozent der wiedergefundenen Aktivitaét. Jeder Wert entspricht einem Versuchstier; durch 
h die die Doppelbestimmung wurden die individuellen Schwankungen mit erfa6t. 
kette} wird also nicht abgespalten. Auch war markiertes Alanin weder in 
Ver.f Cuticeln noch im Korperinhalt zu finden. 
n ge- Zur Priifung der Dennellschen Hypothese, die eine wesentliche 
ae Beteiligung von Hydrochinon am Sklerotisierungsvorgang annimmt, 
ue™| wurde schlieBlich noch markiertes Hydrochinon injiziert. Hierbei wur- 
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den normale, nicht geschniirte Larven verwendet und die Vertcilung 
der Aktivitét auf Kérperinhalt (Puppen) und Cuticula (Puparien) ge. 
messen. Es ergab sich nur ein ganz geringfiigiger Einbau (Tab. 2); ein 
erheblicher Teil des Hydrochinons wurde offenbar voéllig abgebaut, denn 
es fand sich im Mittel nur etwa die Hilfte der injizierten Aktivitat wieder, 


Tab. 2. Einbau von Hydrochinon-[2.3.5.6-4C] in Calliphora-Puparien. 











; Wiedergefundene Aktivitit Insges, 
Fel Punee Puparium (Cuticula) wiederget. Akt. 
Stdn. Ké inhalt % d. wiedergef. Akt. in : ) 

5 : imp/Min. Imp./Min. Binzelwerte | Mittelwert #. eengen. SF 
8 6165 750 10,8 6,3 24,2 
12485 760 5,7 46.5 
23115 860 3,6 84,0 
15415 1080 6.6 57,8 
14200 720 4,8 52,2 
18 15705 1600 9;3 11,4 60,6 
6245 1120 15,2 25,8 
6530 1135 14,8 26,9 
12085 765 6,0 45,1 
24 20075 1170 5,5 6,5 74,3 
: 20025 2240 10,1 78,0 
10505 950 8,3 40,1 
12675 275 2,1 45,4 
36 20165 1035 4,9 6,2 74,2 
16580 1335 7,5 62,7 
74 11615 1135 8,9 112 44,7 
9985 1315 11,6 39,6 
10895 1625 13,1 44,0 























Diskussion 


Der intensive Einbau von markiertem Tyrosin in die Cuticula be. 
weist eindeutig, daB der SklerotisierungsprozeB im wesentlichen als 
spezialisierter Tyrosinstoffwechsel anzusehen ist. Damit ist eine Schlub- 
folgerung bestitigt, die schon friiher teils aus analytischen Daten", 
teils aus der nahen Verwandtschaft der isolierten Phenole zum Tyrosin 
gezogen wurde, und es liBt sich folgende, noch hypothetische Reak- 
tionsfolge’ formulieren : 

Dihydroxyphenyl- ) 


/. milchsaure 


. Dihydroxypheny]- 
apna + ape brenztraubensiure ' 
\,, Dihydroxyphenyl- ¢ 0-Chinone 

essigsaure 





{ 
v 
Protocatechusaure | 


10 G. Fraenkel u. K.M. Rudall, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 134, 
111 [1947]. 
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Der erste Schritt, die Oxydation von Tyrosin zu Dopa, ist durch 
unsere Versuche wahrscheinlich gemacht, denn Dopa wird in stirkerem 
Mabe eingebaut als Tyrosin. Eine anschlieBende Desaminierung ist an- 
mnehmen, da die Reaktion sonst durch Dehydrierung von Dopa zur 
Melaninbildung fiihren miiBte (der RingschluB zu Indolderivaten erfolgt 
spontan und relativ schnell). 

Durch weitere Abwandlung der Seitenkette entstehen die von Todd 
und Mitarbeitern isolierten Diphenole; mit Hackman’ und Mason"! 
nehmen wir an, daB die entsprechenden o-Chinone die sklerotisierenden 
Agenzien sind. 

Der quantitative Unterschied zwischen dem Einbau von generell 
markiertem Tyrosin und Tyrosin-[4-'4C] diirfte darauf zuriickzufiihren 
sein, daB ersteres ein L-Tyrosin war, wihrend das in der Seitenkette 
markierte Priparat ein Racemat darstellt. Die D-Form diirfte am Stoff- 
wechsel weniger beteiligt sein und deshalb zu geringerem Einbau fiihren. 


Bei der Sklerotisierungsreaktion spielt die Abspaltung der Seiten- 
kette h6chstens eine untergeordnete Rolle; das geht daraus hervor, dab 
die Markierung bei Verwendung von DL-Tyrosin-[6-14C] und Dopa- 
[B-4C] erhalten bleibt. Schon dies spricht gegen die Hypothese von 
Dennell, daB die von ihm aufgefundene unspezifische Hydroxylierung 
unter Abspaltung der Seitenkette und Bildung von Hydrochinon- 
derivaten eine wesentliche Rolle bei der Sklerotisierung spielt. Die 
Versuche mit Hydrochinon ergaben einen iiberraschend geringen Ein- 
bau; damit diirfte diese Hypothese recht unwahrscheinlich geworden 
sein. 

Das weitere Schicksal des Tyrosins ist noch unbekannt. Die For- 
mulierungen des Sklerotisierungsvorgangs von Hackman und Mason 
haben zwar die Wahrscheinlichkeit fiir sich, kénnen aber noch nicht 
als bewiesen gelten. Versuche zur Aufklirung der Tyrosinfolgeprodukte 
sind im Gange. Es laBt sich heute schon sagen, daB die Chinoneinlage- 
rung die Proteine widerstandsfihig gegen hydrolytische Eingriffe macht. 

Der zeitliche Verlauf des Einbaus der Aktivitaét ist gleichfalls 
interessant. Betrachten wir die Hormoninjektion als Zeitnullpunkt, so 
finden wir zunichst eine lingere Verzégerungsperiode. Die Radio- 
aktivitat tritt in der Cuticula zu dem Zeitpunkt auf, zu dem auch rein 
iuBerlich die ersten Anzeichen der Braunfirbung zu erkennen sind. 
Moglicherweise wird das Tyrosin zunichst im Gewebe in Folgeprodukte 
(Dopa, vielleicht auch Dihydroxyphenylbrenztraubensiure) umgewan- 
delt, und erst diese wandern in die Cuticula ein. Genauere Aussagen 
dariiber konnen wir noch nicht machen; es liBt sich aber auf jeden Fall 
sagen, daB vor der Sklerotisierung kein gréBeres Reservoir an Tyrosin 
in der Cuticula angelegt wird. 

SchlieBlich zeigte die Gegeniiberstellung der Versuchsreihen mit 
und ohne Hormon an geschniirten Tieren erneut, dai die Gesamt- 


11 H. S. Mason, Advances in Enzymol. 16, 105 [1955]. 
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reaktion unter der Kontrolle des Ecdysons steht. Uber den Mechanis. 


mus dieser Kontrolle wird in der IV. Mitteilung berichtet werden. 


Der Deutschen Forschungsmeinschaft danke ich fir die Unterstiitzung 
der Arbeit, Frl. K. Wunderlich und Frl. J. Wieber fiir technische Hilfe. 


Zusammenfassung 


Die Umwandlung der Larvencuticula in das Puparium der Fliegen 
erfolgt durch Einlagerung von Tyrosin-Folgeprodukten in die Cuticula; 
mit generell markiertem L-Tyrosin wurde gezeigt, daB etwa 80°% des 
freien Tyrosins in die Cuticula einwandern. Am abgeschniirten Tier 
treten Pupariumbildung und Tyrosineinlagerung nur ein, wenn gleich. 
zeitig Ecdyson injiziert wird. AuBer generell markiertem Tyrosin wer. 
den auch Tyrosin-[f-'4C] und 3.4-Dihydroxy-phenylalanin-[8-“C], nicht 
jedoch Hydrochinon-[2.3.5.6.-C] eingebaut. Aus den Versuchen wird 
geschlossen, daB (entgegen den Annahmen von Dennell) o-Chinone fiir 
die Sklerotisierung verantwortlich sind, und daB die Abspaltung der 
Seitenkette nur in geringem Mae eintritt. 


Summary 


In fly’ maggots, the last larval cuticle is transformed into the 
puparium by the incorportation into it of tyrosine metabolites. It has 
been demonstrated, with uniformly labelled tyrosine, that about 80%, 
of the free tyrosine enters the cuticle. In ligated animals, puparium 
formation and tyrosine incorporation occur only after injection of 
ecdysone. Besides uniformly labelled tyrosine, tyrosine-[f-!4C] and 3.4- 
dihydroxy-phenylalanine-[f-14C] are incorporated, but not hydroquione. 
[2.3.5.6.-4C]. Contrary to the hypothesis of Dennell, it is concluded 
that the sclerotization is due to the action of o-quinones, and that 
elimination of the side chain plays only a minor part in the reaction 
sequence. 


Dozent Dr. P. Karlson, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitit, 
Miinchen 15, Goethestr. 33. 
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Uber die reversible und irreversible Inaktivierung 
der Carboanhydratase durch Wasserstoffionen 
Von 
H. Keller und P. Gottwald 
Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie und Physikochemie der Universitat Kiel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Dezember 1959) 


In den letzten Jahren ist eine zunehmende Zahl von Arbeiten er- 
schienen!?, in denen versucht wird, durch Beobachtung von Denatu- 
rierungsvorgingen Aufschliisse iiber den Feinbau von Proteinen, ins- 
besondere Enzymen, zu gewinnen. ,.Die..Denaturierung wird sowohl 
durch physikalische, als auch chemische und enzymatische Methoden 
erreicht. Ihre Wirkung auf das Protein wird durch Anderung physika- 
lisch-chemischer Eigenschaften registriert. Bei Fermenten kann zu- 
sitzlich die Verminderung katalytischer Aktivitat als MaB fiir den Grad 
der Denaturierung herangezogen werden. 

Von besonderem Interesse war fiir uns die von Scott und Men- 
dive* beschriebene Beobachtung, da die Carboanhydratase durch 
Steigerung der Wasserstoffionenkonzentration inaktiviert werden kann. 
Diese Inaktivierung ist ganz oder teilweise reversibel. Da es sich bei 
der Carboanhydratase um ein Zinkproteid handelt*, war es von beson- 
derer Bedeutung, zu erfahren, wie sich das Zink bei den Vorgangen 
der In- und Reaktivierung verhalt. Es wurde bereits friiher beschrieben, 
da8 das in neutraler Lésung durch Dialyse nicht zu entfernende Zink 
in saurer Lésung dialysiert, wobei der Metallverlust proportional dem 
Aktivitaétsverlust nach der Dialyse ist®. Versuche, radioaktives Zink 
in das Ferment einzubauen, sind bisher gescheitert®. 


Methodik 


Die Versuche wurden mit einem nach Keilin und Mann‘ hochgereinigten 
Fermentpraéparat durchgefiihrt. Wenn nicht anders erwahnt, wurden fiir die Ver- 
suche 20 m/ einer 0,lproz. Fermentlésung verwendet, die mit 1n HCl auf den 
gewiinschten py-Wert gebracht wurden. Die Neutralisation erfolgte mit In NaOH 


1 C. B. Anfinsen u. R. R. Redfield, Advances Protein Chem. 11, 1 [1956]; 
J.Stauff u. J. Rasper, Kolloid-Z. 146, 48 [1956]; J. Steinhardt u. E. M. Zai- 
ser, Advances Protein Chem. 10, 151 [1955]. 

2 W. Kauzmann, in W. D. McElroy u. B. Glass, The Mechanism of En- 
zyme Action, S. 70, Johns Hopkins Press, Baltimore 1954. 

3D. A. Scott u. J. R. Mendive, J. biol. Chemistry 140, 445 [1941]. 

4 D. Keilin u. T. Mann, Biochem. J. 34, 1163 [1940]. 

5 H. Keller u. U. H. Peters, diese Z. 317, 228 [1959]. 

6 R. Tupper, R. W. E. Watts u. A. Wormall, Biochem. J. 50, 429 [1952]. 
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Auf Konstanz der Temperatur und der zeitlichen Abstaénde wurde sorgfaltig ge. 
achtet. Aus der neutralisierten Lésung wurde nach bestimmten Zeiten jeweils | mj 
entnommen und zur Aktivitétsbestimmung vorbereitet. Von der Entnahme der 
Probe bis zur Aktivitaétsmessung benétigten wir 18 Min., davon entfielen 15 Min, 
auf das Austemperieren im Eisbad. Vorversuche hatten gezeigt, daB hochverdiinnte 
Fermentlésungen, wie sie fiir die Aktivitaétsmessungen bendétigt werden, bei () 
innerhalb 15 Min. ihre Aktivitét nicht meBbar andern. Die auf den Abbildungen 
als ty eingetragenen Werte stellen also, bezogen auf den Zeitpunkt der Neutralj. 
sation, den Wert 3 Min. dar. Die Aktivitatsbestimmungen erfolgten mit 
der kiirzlich beschriebenen Apparatur’. 

Der Nachweis von Schwermetallionen erfolgte polarographisch nach 
feuchter Veraschung des Untersuchungsmaterials; py-Messungen wurden mit der 
Glaselektrode durchgefiihrt. 

Die papierchromatographischen Untersuchungen wurden eindimen. 
sional aufsteigend auf Schleicher- & Schiill-Papier 2043b in Butanol/Eisessig/ 
Wasser durchgefiihrt. Papierelektrophoresen in dem Gerét nach Gra8Bmann, 
Hannig und Knedel®. 


Ergebnisse 
Die Léslichkeit der Carboanhydratase in Wasser bei ver. 
schiedenem py 

Das verwendete Praparat, dessen Aktivitit 16—17 Mitchell- Ein. 
heiten®/mg Trockengewicht war, lést sich bis zu etwa 0,1% in Wasser. 
Wurde diese Lésung durch Zufiigen von 1n HCl auf px 2 gebracht, so 
erfolgte keine Triibung. Beim Zuriicktitrieren mit 1n NaOH beobachte. 
ten wir dagegen einen weiBen, flockigen Niederschlag im Bereich von 
pu 5,5—6,5. Bei weiterer Zugabe von Lauge ging dieser Niederschlag 
bei po 8—9 wieder in Lésung; auch beim Ansiuern auf px 2 léste er 
sich ebenfalls wieder. Nahm man die abzentrifugierte Fallung in schwach 
alkalische Lésung auf, so zeigte sie wechselnde enzymatische Aktivitit, 
deren GréBe von der Art der Vorbehandlung abhing. Das elektro. 
phoretische Verhalten des Niederschlags stimmte mit dem des nicht- 
vorbehandelten Fermentes iiberein. Ein- nach Siurehydrolyse auf. 
genommenes Papierchromatogramm ergab fiir den Niederschlag und 
das nichtvorbehandelte Enzym gleiche Resultate. 

Es gelang, durch rasche Zugabe einer berechneten Menge Alkali 
zur angesiuerten Fermentlésung, wodurch das px sofort auf 9,0 ein- 
gestellt wurde, das Ausfallen des Niederschlages zu vermeiden. 


Die Reversibilitait der Inaktivierung durch Wasserstoffionen 


Wurden 20 m/l einer Fermentlésung, wie oben beschrieben, bei 20° 
mit 0,12 ml ln HCl auf px 2,5 gebracht und nach 15 Min. mit 1n NaOH 
auf px 9,5 eingestellt, so ergab eine unmittelbar anschlieBende Aktivi- 
taitsbestimmung einen Wert von 0,16 der Ausgangsaktivitit, die als 1,0 


7H. Keller, W. Miiller-Beissenhirtz u. H. D. Ohlenbusch, diese Z. 
316, 172 [1959]. 

8 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 
[1951]. 

® C. A. Mitchell, U.C. Pozzani u. R. W. Fessenden, J. biol. Chemistry 
160, 283 [1945]. 
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bezeichnet wird. Die Aktivitaét stieg weiter an und erreichte nach 80 Min. 
einen Endwert von 0,60, der auch nach mehreren Stunden nicht mehr 
iiberschritten wurde. Bei gleicher Versuchsanordnung ergab ein Versuch 
mit 1n H,SO, einen Endwert von 0,37. Unter den gleichen Bedingungen 
wurden weiterhin noch Salpetersiure, Phosphorsiure und Essigsiure 
gepriift. Die Ergebnisse gehen aus Abb. 1 hervor. Der irreversibel 
inaktivierte Anteil des Gesamtenzyms ist hier durch den Ausdruck 
1,0 minus Endwert gekennzeichnet. 


Um den zeitlichen Verlauf der Siure- 
inaktivierung zu untersuchen, wurde 
wihrend des oben beschriebenen Ver- 
suchs 5—6 Sek. nach Zugabe der Siiure 
| ml entnommen und in 11 mi eisge- 
kihltem Phosphatpuffer vom px 6,8 
aufgenommen. In dieser Lésung war 
keine enzymatische Aktivitiit nachweis- 
bar. Die Inaktivierung erfolgt also fiir 
unsere Methoden unmeBbar schnell. 


In einem weiteren Versuch neutra- , 
lisierten wir 3 Sek. nach Zugabe der oe l/ 
Siure und nahmen unmittelbar danach 
1 ml der Lésung in 99 ml eisgekiihltem a a a a 
Phosphatpuffer von pu 6,8 zur Aktivi- Min —— 
FH i i 1 a 
pe seein pete; out. - dieser */199 ia, Abb. 1. Reaktivierungsverlauf bei 
diinnten Lésung war = Vorversuc €N _ Vorbehandlung mit verschiedenen 
keine meBbare Reaktivierung beob- Sauren (15 Min.; px 2,5; 20°). 
achtet worden. Die gemessene Aktivi- 
tit von 0,13 der Ausgangsaktivitit muB also fiir die in 3 Sek. abge- 
laufene Reaktivierung gelten. Das bedeutet, da auch ein Teil der Re- 
aktivierung fiir uns unmeBbar schnell verliuft. 
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In einer weiteren Versuchsserie untersuchten wir die Frage, ob bei 
einer konstanten Einwirkungszeit von 15 Min. und konstanter Tempe- 
ratur die Wasserstoffionenkonzentration, eingestellt durch 1n HCl, einen 
EinfluB auf den Endwert der Enzymaktivitét nach einer konstanten 
Reaktivierungszeit von 90 Min. besitzt. Die in Abb. 2 dargestellten Er- 
gebnisse zeigen, da die GréBe des irreversibel inaktivierten Anteils 
dem pu direkt proportional ist. Nach 15 Min. Einwirkung von px 3,7 
kehrte nach dem Neutralisieren die Aktivitét auf den Ausgangswert 
zuriick. Wiahrend die in der Abbildung enthaltenen Endwerte verschie- 
den sind, war der Ausgangswert fiir t, bei allen gepriiften Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen, derselbe, namlich 0,15. 


Den Einflu8 der Temperatur priiften wir mit folgenden Versuchen: 
Drei identische Fermentlésungen wurden bei 30° mit In HCl auf pu2,5 
gebracht, nach 15 Min. neutralisiert und die Aktivitit sofort bestimmt. 
Die Messungen ergaben fiir alle drei Lésungen den selben Wert von 0,10. 
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Sofort nach der Entnahme fiir die Aktivitatsbestimmung wurden die 
Lésungen auf 2°, 12° und 25° gebracht und die Reaktivierung veriolgt, 
Abb. 3 zeigt, daB die Geschwindigkeit der Aktivititszunahme mit zy. 
nehmender Temperatur rasch steigt. Aus Abb. 3 geht weiter hervor, 
da die Temperatur, bei der die Reaktivierung ablauft, keinen Einflyg 


auf die GréBe des Anteils an irreversibel inaktiviertem Ferment hat, 


In den oben beschriebenen Versuchen hatte sich gezeigt, daB eine 
genaue Einhaltung der als konstant gesetzten Zeit der Einwirkung der 
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Abb. 2 Abb. 3 


Abb. 2. Endwerte der Reaktivierung (90 Min., 20°) nach Vorbehandlung bei ver. 
schiedenen py-Werten (15 Min., HCl). 


Abb. 3. Verlauf der Reaktivierung in Abhangigkeit von der Temperatur 
nach 15 Min. Inaktivierung durch HCl (pq 2,5; 30°). 
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Abb. 4. Die Endwerte der Reaktivierung (120 Min., 23°) in Abhangigkeit von 
der Dauer der Saéureeinwirkung (pq 2,5, HCl bzw. H,SO,, 23°). 


Abb. 5. Einflu8 der Temperatur bei der Saureeinwirkung (pq 2,5, 30 Min., HCl) auf 
den Endwert der Reaktivierung (120 Min., 25°). 





2 24 IG 60 120 180 20 300) 











3 (1960) 


en. die 
Tiolgt, 
nit zu. 
1er'Vor, 
binflug 
it hat, 
B eine 
ng der 





ei ver- 


ur 





t von 


‘1) auf 





Bd. 318 (1960) Inaktivierung der Carboanhydratase durch H-Ionen 205 


Siure erforderlich war, um reproduzierbare Endwerte zu erhalten. Es 
wurde nun der EinfluB der Dauer der Saiurebehandlung auf das Aus- 
ma8 der irreversiblen Inaktivierung untersucht. Fermentlésungen glei- 
cher Konzentration wurden mit In HCl auf px 2,5 gebracht und 5, 15, 
30, 60 und 120 Min. bei 23° belassen. Dann wurde neutralisiert und 
bei 23° die Reaktivierung bis zum Erreichen des Endwertes verfolgt. 
Der gleiche Versuch wurde mit In H,SO, durchgefiihrt. In Abb. 4 sind 
die Endwerte nach jeweils 120 Min. Reaktivierungszeit bei 23° ein- 
getragen. Das abweichende Verhalten der Schwefelsiure stimmt mit 
dem in Abb. 1 gezeigten iiberein. 

Um den EinfluB der Temperatur, bei der die Siureinkubation statt- 
fand, zu bestimmen, stellten wir in 5 Proben der selben Fermentlésung 
bei 2°, 12°, 20°, 25° und 30° den pu-Wert mit 1m HCl auf 2,5 ein. Die 
Inkubationszeit betrug bei allen Ansitzen 30 Min. Nach der Neutrali- 
sation verfolgten wir die Reaktivierung der Lésungen bei 25°. Die End- 
werte sind aus Abb. 5 zu ersehen, sie nehmen kontinuierlich von 2° bis 
30° ab. 


Die Bedeutung der EiweiBkonzentration fiir die irreversible 
Inaktivierung 


Um den Einflu8 der Konzentration des Enzyms auf reversible und 
irreversible Inaktivierung zu priifen, wurde eine 0,lproz. Lésung mit 
In HCl auf px 2,5 gebracht und nach 15 Min. neutralisiert. Sofort an- 
schlieBend wurde je 1 ml dieser Lésung verschieden stark verdiinnt, so 
daB die Konzentrationen 0,2, 0,1, 0,05, 0,02 und 0,01 des Ausgangswer- 
tes 1,0 darstellten. Wie Abb. 6 zeigt, nimmt mit zunehmender Ver- 
diinnung die Geschwindigkeit wie auch das Ausma8 der Reaktivierung 
ab. Dementsprechend nimmt der irreversibel inaktivierte Anteil zu. 

Um zu priifen, ob fiir diesen Effekt die Menge des enzymatisch 
aktiven Proteins entscheidend ist, oder ob auch inertes EiweiB einen 
EinfluB auf die Reaktivierungsvorgiinge hat, wurde folgender Versuch 
angestellt: Je 1 m/l 5 Min. mit 1m HCl behandelter und dann neutrali- 
sierter Fermentlésung wurde 1:1, 1:5, 1:10, 1:20 mit einer lproz. Oval- 
buminlésung verdiinnt. Bei allen vier Ansitzen erreichte die Aktivitit 
nach 60 Min. wieder den Ausgangswert im Gegensatz zu den in Abb. 6 
dargestellten Ergebnissen. Zur Klirung der Frage, ob dieser Effekt un- 
abhiingig von der Art des verwendeten Proteins ist, wurden analoge 
Versuche mit Pepton und Gelatine durchgefiihrt. Abb. 7 zeigt die 
Resultate bei einer Verdiinnung des Enzymproteins von jeweils 1:20. 
In der gleichen Versuchsserie wurde auch der Einflu8 von Detergentien 
gepriift. Untersucht wurde die Wirksamkeit von 1:20 aus der Original- 
lésung verdiinnter Agepon- (Agfa) und 0,05proz. Na-Dodecylsulfat- 
Lésung. Beide oberflichenaktiven Substanzen, die in diesen Konzentra- 
tionen keinen Einflu8 auf das native Ferment besitzen, unterdriickten 
die Reaktivierung vollstindig. 
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Abb. 6. Ablauf der Reaktivierung bei verschiedenen Fermentkonzentrationen, 

Die Konzentration der 0,lproz. Ausgangslésung wurde gleich 1,0 gesetzt, die 

iibrigen Proben wurden nach Saéureeinwirkung (15 Min., pH 2,5, HCl) und Neu- 
tralisation wie angegeben verdiinnt. 


Abb. 7. Verlauf der Reaktivierung in Gegenwart hochmolekularer bzw. ober. 
flachenaktiver Verbindungen im Vergleich zu Wasser. 


Das Verhalten des Zinks bei hohen Wasserstoffionen- 
konzentrationen 

Um zu priifen, ob die Stabilitat der Zink-Protein-Bindung bei tiefen 
pu-Werten verindert ist, setzten wir der Fermentlésung vor dem An- 
siiuern verschiedene Zn-Komplexbildner und Aminosiuren mit hohen 
Zn-Komplexbindungskonstanten (K) zu. In den angegebenen Konzen- 
trationen haben sie keinen Einflu8 auf die Aktivitét des nativen Fer- 
mentes®. Aus der Tabelle sind die verschiedenen Hemmeffekte zu er- 
sehen. Bei den Versuchen mit Dithizon, Athylendiamin-tetraessigsiure 
und 8-Hydroxy-chinolin wurde der pu-Wert 5 Min. auf 3 eingestellt. 
Der Endwert ohne Komplexbildner betrigt bei dieser Vorbehandlung 1,0. 
Bei den Untersuchungen mit den Aminosiiuren wurde 15 Min. bei pa3 
belassen. Der Endwert betrug hier entsprechend Abb. 1 ohne Zusatz 
von Aminosiuren 0,60. Die Temperatur wurde bei der in allen Ver- 
suchen gleichen Reaktivierungszeit von 90 Min. konstant bei 20° gehalten. 

Das als Reagenz auf SH-Gruppen verwendete p-Chlormercuri-ben- 
zoat?° ist, wie wir schon friiher beobachteten, in Konzentrationen bis 
zu 10-8m nicht in der Lage, das Enzym zu hemmen. In einer Versuchs- 
anordnung, wie sie fiir Versuche mit Zn-Komplexbildnern verwendet 
wurde, beeinfluBte p-Chlormercuri-benzoat bei einer Endkonzentration 
von 10-°m die Reaktivierung nicht. 


10 L. Hellermann, M. E. Perkins u. W. M. Clark, Proc. nat. Acad. Sci 
USA 19, 855 [1933]. 
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Finflu8 von Komplexbildnern auf Reaktivierbarkeit der Carboanhydratase nach 
Saureeinwirkung. In der letzten Spalte ist das Verhaltnis Endwert mit Komplex- 
bildner zu Endwert ohne Komplexbildner angegeben. Einzelheiten s. Text. 





Endkonz. an 








Zn-Komplexbildner log Kt Komplexbildner Exp/E, 
(Mol/Z) 
thi { 1-1 0,5 
MEER aks eras seman Se eae 1-10-4 0,6 
. a ig 1-10-% 0,4 
GalydrOxy-CIRNOHM <0. 5 eee es sf 110-4 0.55 
F beds cea 1: 105° 0,3 
Athylendiamin-tetraessigsaure .. . 16,1 { 1+ 10-4 0,4 
110-4 0,1 
ae 12 ? 
CAS Gael ace aereean te rskat-atl 18 { 1: 10-3 0,9 
We 0) OC 7 ln aaa 9,3 3-10-83 0,5 
MBRAPARAN ces hfe SSE cree) ee 8,7 1S | Ug 1,0 
1-10-° 0,5 
MBI osu eee oe ce Sy 12,0 1-10-% 0,7 
1-10-4 1,0 
, . " 1-10-32 0,5 
2A i Sa le 8,7 { 5+ 10-3 1,0 





SchlieBlich priiften wir noch den EinfluB von Zn- und Cd-Ionen 
auf die Reaktivierung. Wir konnten zunichst die Beobachtung von 
Meldrum und Roughton* bestitigen, daB Cadmium in Konzentra- 
tionen bis zu 10-°m und Zink in Konzentrationen bis zu 5-10-4m keinen 
Kinflu8 auf die Ferment-Aktivitaét besitzen. Auch die Reaktivierung 
wurde durch Zink in Endkonzentrationen bis zu 5-10-4m nicht beein- 
fluBt. Héhere Konzentrationen hemmen zwar die Reaktivierung, sind 
aber auch auf das nichtvorbehandelte Ferment inhibitorisch wirksam. 

Im Gegensatz dazu hemmten Cd-Konzentrationen von 10-°m die 
Reaktivierung vollstindig. Abb. 8 zeigt die Zunahme des MaBes der 
irreversiblen Inaktivierung bei steigenden Cd?°-Konzentrationen. Die 
Versuchsanordnung war die gleiche, wie wir sie bei den Aminosiiure- 
Versuchen gewihlt hatten. Die 48 Stdn. gegen eine mehrfach gewechselte 
Lésung einer 10-*n NaOH durchgefiihrte Dialyse einer in ihrer Reak- 
tivierung durch Cadmiumionen gehemmten Fermentlésung lieferte ein 
Produkt, in dem dreimal mehr Cadmium als Zink nachgewiesen wurde. 


11 A. E. Martell u. M. Calvin, Chemistry of Metal Chelate Compounds, 
Prentice-Hall, Inc., New York 1953. 

12 A, Albert, Biochem. J. 50, 690 [1952]. 

13, N. V. Meldrum u. F. J. W. Roughton, J. Physiology 80, 113 [1933]. 
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Diskussion 


Nach Netter! versteht man unter Denaturierung den_,,konti. 
nuierlichen oder abrupten Vorgang, wiihrend dessen die (Protein-)Molekel 
in wahrscheinlichere Zustinde“ iibergeht. Dabei kinnen zwei Reaktionen 


unterschieden werden: 1. eine Stabilititsinderung, durch die das anf, 


sich schon thermodynamisch instabile Molekiil in einen noch labilerer 
Zustand iibergefiihrt wird, und 2. den eigentlichen Denaturierungsprozeb, 
der, wenn man der Theorie von Wu!® folgt, irreversibel sein muB, di 
er ,,unter.Auflésung der spezifischen Struktur das Molekiil in eine un. 
spezifische, diffuse Anordnung flexibler, offener Peptidketten um. 
wandelt*. 

Wasserstoffionen als denaturierende Agentien sind von verschie. 
denen Autoren beschrieben worden 1°18. In der Mehrzahl der Fille 
wird iiber irreversible Denaturierungen berichtet, jedoch sind auch 
einige wenige Fille von reversiblen Denaturierungen bekanntgewor. 
den!%19, wobei die Definition + Denaturierung sinngemaB gedndert 
werden muB, da die oben «  ebcne Begriffsbestimmung eine Reversi. 
bilitét ausschlieBt. 

Die Frage nach dem Wirkungsmechanismus der Wasserstoffionen 
wird in der Literatur unterschiedlich beantwortet. Die drei wichtigsten 
Interpretationsversuche sind die folgenden: 

1. Die Denaturierung erfolgt durch Lésung einiger weniger (5—6) 

protonenempfindlicher Wasserstoffbriicken!* 2°, 


14H. Netter, Theoretische Biochemie, 8. 350, Springer-Verlag, Heidelber 
1959. 

15 H. Wu, Chinese J. Physiol. 5, 321 [1931], zit. nach l.c.2. 

16 J. Stauff u. J. Rasper, Kolloid-Z. 159, 97 [1958]. 

17 I. M. Klotz u. R. H. Heiney, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
25, 205 [1957]. 

18 R. J. Gibbs, Arch. Biochem. Biophysics 51, 277 [1954]. 

19 C. Tanford, J.G. Buzzell, D.G. Rands u. 8S. A.Swanson, J. Amer. 
chem. Soc. 77, 6421 [1955]; J. Steinhardt, E. M. Zaiser u. S. Beychok, J. 
Amer. chem. Soc. 80, 4634 [1958]. 

20 M. Levy u. A. E. Benaglia, J. biol. Chemistry 186, 829 [1950]. 
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2. Der denaturierungsauslésende Vorgang ist die Aufhebung funk- 
tionell entscheidender, salzartiger Bindungen?!. 

3. Die groBe elektrostatische AbstoBung, die in Proteinen bei ex- 
tremen pu-Werten besteht, wird fiir die Denaturierung verant- 
wortlich gemacht. Diese letzte Hypothese, deren mathematische 
Formulierung Kauzmann?* mit Hilfe der Gleichungen von 
Linderstrém-Lang entwickelte, gestattet u.a. die Berech- 
nung der Anderung des Molekiildurchmessers, deren Ergebnisse in 
der GréBenordnung der experimentell gefundenen Werte liegen**. 

Aus unseren Ergebnissen geht hervor, daB die Carboanhydratase 

durch hohe Wasserstoffionenkonzentrationen zunichst reversibel, dann 

jreversibel inaktiviert werden kann. Der zweite Vorgang kann als 
ireversible Denaturierung bezeichnet werden. Der reversible Anteil des 

Prozesses besteht offenbar aus mehreren Reaktionsschritten. Die In- 





aktivierung. nach Zugabe von Sauren geht so schnell vor sich, daB ihr 
Verlauf unter unseren Versuchsbedingungen nicht verfolgt werden kann. 
Auch ein bestimmter Anteil der Reaktivierung geht unter den beschrie- 
benen Versuchsbedingungen unmeBbar schnell vor sich. 

Beim ersten Schritt der Reaktion handelt es sich offensichtlich 
um eine Verinderung der Ladungsverteilung, die einen schlagartig ein- 
setzenden Verlust der katalytischen Eigenschaft zur Folge hat. Da 
umgekehrt eine Erhédhung der OH-Ionenkonzentration zunichst ohne 
Folgen fiir die enzymatische Aktivitit bleibt, folgt daraus, daB die 
Struktur und damit die katalytische Eigenschaft des Molekiils durch 
eine Elektronenaufnahme zunichst nicht beriihrt wird, wahrend sie 
durch eine Elektronenabgabe sofort zerstért wird. 

Dieser erste Vorgang ist offenbar reversibel, da 3 Sek. nach Neu- 
tralisieren einer 2 Sek. mit Siure behandelten Enzymlésung etwa 10% 
der Ausgangsaktivitait wieder gefunden werden. Da aber 90% des En- 
zyms nicht in dieser Zeit reaktivierbar sind, muB angenommen werden, 
daB die gréBere Anzahl der Molekiile bereits in einen zweiten Zustand 
iibergegangen ist. Die Riickverwandlung aus diesem neuen Zustand ist 
zeit- und temperaturabhingig, wie die Abb. 1 und 3 zeigen. Schema- 
tisch lassen sich die ersten Reaktionsschritte so darstellen: 





Hn? H® H® 
E |’ > — x” 
+ Ton? or 
| =i 
on®,t, T 
Die Dicke der Pfeile soll die Reaktionsgeschwindigkeiten unter- 
scheiden. Im Zustand E” ist das Zink dem Zugriff von Zink-Komplex- 











21 F. Haurowitz, Chemistry and Biology of Proteins, Academic Press Inc., 
New York 1950. 

22 K. Linderstrém-Lang, C. R. Trav. Lab. Carlsberg 15, No. 7 [1924]. 

23 R. J. Gibbs, M. Bier u. F. F. Nord, Arch. Biochem. Biophysics 35, 216 
(1952]; R. K. Cannan, A. Kibrick u. A. H. Palmer, Ann. N. Y. Acad. Sci. 41, 
243 [1941]. 
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bildnern zuginglich. Die Tatsachen, daf beim intakten Molekiil Zp. 
Komplexbildner unwirksam sind, da durch wochenlange Inkubatio, 


in ®Zn-haltigen Lésungen® kein Austausch mit radioaktivem Zink a 


findet, und daB durch langdauernde Dialyse von Fermentlésungen keiy 
Verlust des Zinks eintritt, beweisen, das neben koordinativen Bindun. 
gen auch noch durch tertiiire Strukturen des EiweiBmolekiils dem Ein. 
stellen eines Gleichgewichts mit Metallchelatbildnern, Radio-Zink ode 
einer zinkfreien AuBenlésung entgegengewirkt wird. Mindestens die» 
tertidren Strukturen miissen sich im Zustand E”’ verindert haben, 
Dariiber hinaus kann mit einer Anderung der Bindungsart des Zink 
gerechnet werden. Diese lockere Bindung des Zinks kann als Erklaruny 
dafiir angesehen werden, da Cadmium-Ionen in einem auf die Ferment. 
konzentration bezogenen stéchiometrischen Verhiltnis die Reaktivie. 
rung unterdriicken kénnen. Es ist naheliegend, anzunehmen, dab ¢ 
sich dabei um eine Verdriingung des Zinks oder um eine zusiitzlich 
komplexe Einlagerung des Cadmiums handelt. Fiir die letztere Er. 
klarung spricht die Tatsache, dai Cadmium undialysabel in das Molekiil 
eingebaut wird. 

Wir stellen uns vor, daB dieser zweite Zustand E” den Ausgangs 


punkt einer zunehmenden Entfaltung des Molekiils darstellt. Aus def, 


Unwirksamkeit von p-Chlormercuri-benzoat auf die Reaktivierung dar 
man schlieBen, da im Zustand E”’ noch keine freien SH-Gruppen vor. 
liegen. Durch Senkung der Wasserstoffionenkonzentration kann offen. 
bar eine Riickbildung in den Ausgangszustand nur dann erfolgen, wem 
die Entfaltung einen bestimmten Grad noch nicht iiberschritten hat. 
Dementsprechend wird als E””’ die Summe aller Zustinde bezeichnet, 
bei denen eine Riickfaltung in die native Form nicht mehr eintreten 
kann. Fiir die Richtigkeit dieser Auffassung spricht auch die Tatsache, 
daB oberflichenaktive Substanzen einer Riickbildung in den Ausgangs. 
zustand entgegenwirken. Wie wir schon friiher zeigen konnten®, geniigt 
bereits die Schaffung einer Grenzfliche gegen ein mit Wasser nicht 
mischbares organisches Lésungsmittel, um die Reaktivierung unmég- 
lich zu machen. Der Effekt wire in beiden Fallen durch eine Spreitung 
des Molekiils zu erkliren. Der Spreitung entgegenzuwirken scheinen 
hohe EiweiBkonzentrationen, d.h., der labile Zustand E’’ wird ein 
lingere Zeit aufrechterhalten. In diesem Sinne ist das Ferment selbst 
wie auch inerte Proteine und Proteinbruchstiicke (Pepton) wirksam. 

Da das intakte Molekiil durch Detergentien nicht beeinfluBt wird, 
nehmen wir eine Wechselwirkung zwischen Zink und der tertiiiren 
Struktur an: Einerseits hilt das Metall die spezifische tertiare Struktw 
aufrecht, andererseits wird es durch die selbe Struktur nach auBen hin 
abgeschirmt. 

Der unterschiedliche Einflu8 verschiedener Saiuren kann nach 
Roughton und Booth*‘ auf eine spezifische Wirkung der Anionen 


4 F. J. W. Roughton u. V. H. Booth, Biochem. J. 40, 319 [1946]. 
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mriickgefiihrt werden. Der flieBende Ubergang aus dem labilen Zu- 
sand E’ in die Zustiinde E’” wird demnach durch verschiedene 
Anionen verschieden stark beeinfluBt. ErwartungsgemaB ist der ProzeB 
yon der Zeit (Abb. 4), der Temperatur (Abb. 5), und der Wasserstoff- 
jonenkonzentration abhingig (Abb. 2). Er stellt eine Reaktion héherer 
(rdnung dar, wodurch eine thermodynamische Untersuchung der Vor- 
ginge zunichst auf gréBere Schwierigkeiten st6Bt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe. 


Zusammenfassung 


Die Reversibilitaét der Siureinaktivierung der Carboanhydratase ist 
abhingig von der Zeit, der Temperatur und der Wasserstoffionen- 
konzentration bei der Séurebehandlung. Auch die Art des Anions hat 
einen EinfluB auf das AusmaB der Reaktivierung. Die Bindungsfestig- 
keit des Molekiils fiir das Zink aindert sich im sauren Zustand. Am 
nativen Ferment unwirksame Metallkomplexbildner hemmen die Re- 
aktivierung. Im gleichen Sinne wird sie durch Cadmium-Ionen und 
oberflichenaktive Substanzen beeinfluBt. p-Chlormecuri-benzoat und 
Zink-Ionen sind ohne Wirksamkeit. Die Reaktivierung wird durch hohe 
FiweiBkonzentrationen begiinstigt. 


Summary 


The reversibility of the acid inactivation of carbonic anhydrase 
depends on the time, the temperature and the hydrogen ion concen- 
tration of the acid treatment. The nature of the anion also influences 
the extent of the reactivation. The strength with which zinc is bound 
te the molecule changes in the acid state. Complexing agents which 
are inactive towards the native enzyme inhibit the reactivation: the 
same effect is observed with cadmium ions and detergents. p-Chlor- 
mercuribenzoate and zinc ions are inactive. The reactivation is favoured 
by high protein concentrations. 


Priv.-Doz. Dr. Dr. H. Keller, Institut fiir Physiologische Chemie und Phy- 
sikochemie d2r Universitat, Kiel, Neue Universitat, Rudolf-Héber-Haus, Bau 12. 
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Niedrigmolekulare, 
N-haltige Inhaltsstoffe der Roten Wegschnecke, 
Arion empiricorum, IP 


Hydroxylysin, «.y-Diamino-buttersdure, Herzynin, Homarin, 
Trigonellin, Glykokollbetain, Putrescin, Imidazolyl-essigsiure, 
-propionsaure, -milchsadure, -acrylsiure und Cholin 


Von 
D. Ackermann und H. G. MenBen 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Wirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Dezember 1959) 


Nachdem der eine von uns in der I. Mitteilung? iiber das Vorkommen 
von Isoamylamin, Hypoxanthin, Guanin, Histidin, Agmatin, Putrescin, 
Cadaverin, Ornithin, Guanidin und Dimethylguanidin in der Roten Weg. 
schnecke, Arion empiricorum, berichtet hatte, wurde nun die sog. Lysin. 
fraktion untersucht. 

Hierbei fanden sich neben dem weitverbreiteten Glykokollbetain 
die Betaine Trigonellin und Homarin, deren Auftreten in der Tier. 
welt nun schon 6fters beobachtet wurde. 


So war das Trigonellin als normaler Harnbestandteil?, ferner bei Anemonia 
sulcata*, Patella spuria*, Crangon vulgaris’ und Limulus polyphemus® und das 
Homarin im Hummer’, Anemonia sulcata®, Arbatia pustulosa’, Arca Noae’, Vellela 
sptrans®, Patella spuria’, Crangon vulgaris®, Limulus polyphemus®, Arenicola', 
Mytilus californianum und einigen Meeresschnecken (Muricidiae) ! gefunden 
worden. Uber die weite Verbreitung des Homarins berichten auch Gasteiger und 
Mitarbeiter!”. 


Herzynin dagegen kam in der Tierwelt bisher nur im Limulus 
polyphemus®, sowie im Schweinesperma!* und in den Rindererythrocyten® 
zur Beobachtung und ist uns hier nun wieder begegnet. 


2 KE. L. Gasteiger, Biol. Bull. 109, 345 [1955]. 
13D. Ackermann, P. H. List u. H. G. MenBen, diese Z. $14, 33 [1959]. 
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Das Putrescin, das sich in der Silberbarytfraktion nur papier- 
chromatographisch und papierelektrophoretisch nachweisen lieB, konnte 
jetat auch praparativ als Pikrat isoliert werden. In der niederen Tierwelt 
st es als Inhaltsstoff des Maikafers, der Seidenraupen?® und der Seiden- 
rubenpuppen?* beschrieben worden. 

Interessant war das gleichzeitige Vorkommen von Imidazol- 
Derivaten der Essigsaure, Propionsaure, Milchsiure und Acryl- 
siure nebeneinander, die offenbar als Abbauprodukte des Histidins zu 
betrachten sind. ; 

Da auch hier wieder Cholin neben Urocaninsaure auftrat, blieb 
die Méglichkeit offen, daB beide im Laufe der Aufarbeitung aus ur- 
griinglich vorhandenem Murexin (Urocanylcholin)'’? stammten, das ja 
bei alkalischer Reaktion sehr leicht in diese beiden Bestandteile auf- 
gespalten wird. Neuerdings ist die Urocaninsiure auch bei Einwirkung 
yon Meerschweinchenhomogenat auf Histidin1§ sowie.in dem Pilz Coprinus 
atramentarius!® gefunden worden. 

Ferner konnten wir die beiden bisher bei niederen Tieren noch nicht 
beobachteten Basen Hydroxylysin, das friiher auch Oxylysin genannt 
wurde, und «.y- Diamino-buttersaure nachweisen. 

Das Hydroxylysin war zuerst von Schryver und Mitarbeitern als Protein- 
spaltprodukt vermutet?° und spater von van Slyke?! eingehend untersucht worden. 
Ks ist ein konstanter Bestandteil des tierischen Kollagens. Seine Konstitution als 
a,¢-Diamino-6-hydroxy-n-capronséure wurde von Bergstrém und Lindstedt”? 
und anderen® endgiiltig ermittelt. Neuerdings beobachtete van Slyke im PreB- 
saft von embryonalem Kalbsmuskel auch das Vorhandensein eines Phosphorsaure- 
esters des Hydroxylysins”4. 

Uns gelang es jetzt, aus Arion empiricorum das Hydroxylysin als 
Diliturat zu isolieren und zur Analyse zu bringen. Die papierchromato- 
graphische und papierelektrophoretische Untersuchung ergab védllige 
Ubereinstimmung mit synthetischem Hydroxylysin. Auch die auf der 
Bildung der Benzylidenkupferverbindung beruhende Probe von Turba?5 
war positiv, wie schon der eine?® von uns fiir Hydroxylysin in einer 
friheren Arbeit beschrieben hatte. 

14 —D. Ackermann, diese Z. 71, 193 [1920]. 

15 D. Ackermann, diese Z. 291, 169 [1952]. 

16 D. Ackermann, diese Z. 302, 87 [1955]. 

17 'V. Erspamer u. O. Benati, Biochem. Z. 324, 66 [1953]. 

18 A. H. Mehler u. H. Tabor, J. biol. Chemistry 201, 775 [1953]. 

19 P. H. List u. H. Reith, diese Z. 319 [1960], im Druck. 

20 §. B. Schryver, H. W. Buston u. D. H. Mukherjee, Proc. Roy. Soc. 
[London], Ser. B. 98, 58 [1925]. 

21D. D. van Slyke, A. Hiller, R. T. Dillon u. D. MacFadyen, Proce. Soc. 
exp. Biol. Med. 38, 548 [1938]; D. D. van Slyke, A. Hiller, D. A. MacFadyen, 
A.B. Hastings u. C. Klemperer, J. biol. Chemistry 138, 287 [1940]; D. D. van 
Slyke, A. Hiller u. D. A. MacFadyen, ebenda 141, 681 [1941]. 

22 8. Bergstrém u. 8. Lindstedt, Arch. Biochemistry 26, 323 [1950]. 

*3 J.C. Sheehan u. W. A. Bolhofer, J. Amer. chem. Soc. 72, 2466 [1950]. 

24 —D. D. vanSlyke, Soc. of Biolog. Chemistry India Souvenir 138—144 [1955]. 

25 F. Turba, diese Z. 283, 19 [1948]. 

26 D. Ackermann, diese Z. 287, 46 [1951]. 
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Eine weitere bei niederen Tieren noch nicht nachgewiesene Base jgt 
«.y-Diamino-buttersaure, deren Vorhandensein wir gleichfalls in de 
Roten Wegschnecke beobachten konnten. Sie ist als Spaltprodukt ver. 
schiedener Antibiotica gefunden worden und zwar in Polymyxinen?’ un 
im Circulin. Im freien Zustand wurde sie zuerst aus Rinderleber isoliert®’. 
Unser Befund lieB sich durch Papierchromatographie und Elektrophoresg 
in verschiedenen Systemen sowie durch den positiven Ausfall der 
Turbaschen Probe sicherstellen. 

Das Auftreten der «.y-Diamino-buttersiure ist deswegen besonder 
interessant, weil es sich dabei offenbar um die Muttersubstanz des Tri. 
methylendiamins handelt, welches G. Fischer und Naarmann’®® nicht 
nur neben «.y-Diamino-buttersiure in der Rinderleber beobachteten, 
sondern auch auf bakteriellem Wege aus x.y-Diamino-buttersiiure ab. 
spalten konnten. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die gewahrte 


Sachbeihilfe und das dem einen von uns gewahrte Forschungsstipendium, der 
Fa. Mack, Illertissen, fiir das zur Verfiigung gestellte Ausgangsmaterial. 


Beschreibung der Versuche 
I. Papierchromatographie 
Unter Verwendung von Papier ,,Schleicher & Schill 2043b Mgl** wurde nu 
absteigend ehromatographiert. 
Lésungsmittelgemisch I: Butanol/Eisessig/Wasser 6:1:2 


Lésungsmittelgemisch IT: n-Propanol/Wasser/Ameisensaure 8:1:1, 
Papier gepuffert mit 2proz. Na,HPO,-Lésung 


Lésungsmittelgemisch III: Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:1, 
Papier gepuffert mit 0,2 proz. alkohol. Natriumacetat. 


losung 

Sprithreagenz I: Ninhydrinlésung 

Sprithreagenz IT: Modifizierter Dragendorff nach Munier und 
Macheboeuf?® 

Sprithreagenz ITT: Paulys Diazoreagenz 


Alle angegebenen Ry-Werte sind Mittel aus mehreren Versuchen. 


II. Arbeitsgang 


Das Filtrat der Silberbarytfraktion (s. 2. Schema der I. Mitteil.‘) wurde mit 
Schwefelwasserstoff vom Silber und mit Kohlenséiure und anschlieBend etwas 
Schwefelsiure genau vom Barium befreit. Nach Einengen im Vak. erfolgte eine 
Fallung mit ammoniakalischer Reineckatlésung, die dann in eine Lésung 
der freien Basen iibergefiihrt wurde (s. Trennungsgang). 

Hieraus erhielten wir mit Dipikrylaminmagnesium einen reichlichen Nieder- 
schlag. 


27 M. Guggenheim, Die biogenen Amine, 4. Auflage, S. 286, Verlag S. Karger, 
Basel 1951. 

*8 G. Fischer u. H. Naarmann, diese Z., in Vorbereitung; vgl. auch 
H. Naarmann, Dissertat., Wiirzburg 1959. 

29 H. Jatzkewitz, diese Z. 292, 94 [1953], u. zwar S. 99. 
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1. Das Dipikrylaminat wog 11,4 g und bestand aus den sehr schwerléslichen 
typischen feinen roten Nadeln des Cholin-Dipikrylaminates. Im Papierchromato- 
gramm gab das zerlegte Salz den fiir Cholin erwarteten Rr-Wert und die typische 
violette Anfarbbarkeit mit Dragendorffs Reagenz (s. Tabelle). 

Nach dem Zersetzen des Filtrates der Dipikrylaminfallung wurde die Losung 
stark eingeengt und dann mit alkoholischer Pikrinséure verseizt. 

2. Das auskristallisierte Pikrat wog 366,5 mg, nach mehrmaligem Um- 
kristallisieren war es rein und wurde als Salz des Glykokollbetains erkannt. 
Feine Nadeln vom Schmp. 180° (Kofler). Einen Teil des Pikrates zerlegten wir in 
das Hydrochlorid und fanden papierchromatographisch einen Fleck, der mit 
authent. Vergleichsmaterial iibereinstimmte (s. Tabelle). 

Aus dem Filtrat der ammoniakalischen Reineckatfallung fiel beim Ansauern 
mit 5proz. Schwefelséure ein saures Reineckat. Dieses verwandelten wir mit 
Silbersulfat in die Sulfate, iiberschiissiges Silber wurde bei schwefelsaurer Reaktion 
mit Schwefelwasserstoff entfernt und das Fallungsmittel im Luftstrom beseitigt. 
Die Sulfationen fallten wir mit einer 4quivalenten Menge Baryt, die freien Basen 
wurden nach Einengen zur Trockne mit absol. Athanol aufgenommen. 

Der alkoholunlosliche Teil gab mit Dilitursaure eine Fallung. 
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3. Dieses Salz zerlegten wir mit Baryt, beseitigten aus dem Filtrat des Barium. 
diliturates das Barium genau mit Schwefelsiure und erhielten nach Einengen in 
sparlicher Ausbeute einen alkalisch reagierenden Sirup. Dieser gab Fallungen mit 
Flaviansaiure, Pikrinséure und 30proz. Tetrachlorogold(II1)-siure. Nach Kochen 
einer Probe mit iiberschiiss. Kupfercarbonat und anschlieBender Filtration ergab 
sich eine blaue Lésung, mit der die Turbasche Probe® positiv ausfiel: Beim 
Umschiitteln mit einigen Tropfen In NaOH, Benzaldehyd und Methanol entfarbte 
sich die Lésung und es bildete sich ein geringer hellblauer Niederschlag einer 
Benzylidenkupfer-Verbindung. farble 

Im Papierchromatogramm zeigte sich in mehreren Systemen Ubereinstimmung graph 
mit synthet. «.y-Diamino-buttersaure (s. Tabelle). 
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Rr-Werte der identifizierten Substanzen. erwie' 
Lésungsmittelgemisch Spriih- erhiel 

I II III reagenz | 

Schw: 

Un DAC Se eae = 0,36 II sure 
Glykokollbetain ........ 0,21 II wasse 
a.y-Diamino-buttersiure ... . 0,05 0,04 0,08 I word 
Imidazolylessigsiure . . . . . . 0,30 0,41 0,25 Il Papie 
Imidazolylpropionsiure ... . 0,41 0,57 0,50 It siur 
Imidazolylmilchsiure ..... 0,23 0,29 0,17 III | 
Li SS ee 0,11 0,13 0,15 III oder II | undd 
DIR os ak wk 0,29 0,29 0,36 II erhiel 
awapomellin ... . 1 1 5 ws 0,22 0,35 0,28 II 
BAUME 9 35 ss se ss 0,05 0,32 0,07 I kann' 
Urocaninsiure ........ 0,50 0,57 0,42 Til Baser 
Hydroxylysin. ........ 0,09 0,04 0,11 I im K 
heiBe 

Der Elektrophoretische Nachweis erfolgte in der Apparatur nach Wieland} 4,897 

und Pfleiderer auf Papier von Macherey & Nagel 214. (26°, 


Puffer I: Pyridin/Eisessig/Wasser 90:10:900, px 6,5; Laufzeit 3 Stdn. bei} ¢ 4 
500 Volt; Wanderungsweg 7,8 cm. 45a 

Puffer II: 0,03m Natriumcitrat, py 6,5; Laufzeit 114 Stdn. bei 1300 Volt; 
Wanderungsweg 5,5 cm. 

Wir befreiten das Dilituratfiltrat von der Dilitursiure und erhielten dann 

4. eine waBr. Quecksilberchloridfallung, die sofort in die Hydrochloride iiber- 
gefiihrt wurde. Diese Fraktion war so gering, da8 sie nur papierchromatographisch 
geprift werden konnte. Dabei fanden wir neben authentischem Vergleichsmaterial 
Imidazolylessigsaure, [midazolylpropionsaure, Imidazolylmilchsaure 
und Herzynin. 

Herzynin gab auch mit Dragendorffs Reagenz eine positive Reaktion, so 
da8 Histidin in dieser Fraktion ausgeschlossen werden konnte. 

Mit Schwefelwasserstoff entfernten wir das Quecksilber aus dem 

5. Filtrat der Quecksilberchloridfallung und engten dann die Lésung der} gimp 
Hydrochloride ein. Durch Zugabe von 30proz. Tetrachlorogold(III)-saure erhielten | poco}, 
wir 129,6 mg Chloroaurat, das nach mehrmaligem Umbkristallisieren rein war. 
Schmp. 189° (Kofler). Das Goldsalz wurde mit Silberpulver zerlegt und dann 
papierchromatographisch untersucht. Es konnten eindeutig Homarin und Tri- 
gonellinidentifiziert werden, die Rr- Werte stimmten mit den Vergleichssubstanzen 
iiberein (vgl. Tabelle). 

Der alkohollésliche Anteil der freien Basen aus der sauren Reineckatfallung 
wurde mit waBr. Pikrinsdure gefallt. 
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6. Das entstandene Pikrat wog 622,2 mg und gab nach mehrmaligem Um- 
kristallisieren die fiir Putrescinpikrat erwarteten Analysenwerte*. 
C,H,,N,: 2 C,H,N,O, (546,2) Ber. C 35,13 H 3,32 

Gef. C 35,53 H 3,57 





Der Schmp. war wie erwartet 251° (Zers., Kofler). 


Einen Teil des Pikrates verwandelten wir ins Hydrochlorid, das in schénen 
farblosen Nadeln kristallisierte. Dieses Hydrochlorid war auch. papierchromato- 
graphisch rein. 

Als weiteres Kriterium wurde diese Fraktion, wie unter 3. fiir «.y-Diamino- 
puttersiure beschrieben, im Puffer I elektrophoretisch untersucht. Auch hierbei 
erwies sich diese Fraktion als einheitlich, das Putrescin wanderte 13,0 cm. 

Nach dem Beseitigen der Pikrinsaure aus dem Filtrat des Putrescindipikrates 
erhielten wir 

7. mit waBr. Quecksilberchloridlésung einen Niederschlag. Dieser wurde mit 
Schwefelwasserstoff vom Quecksilber befreit und die Fraktion dann mit Pikrolon- 
siure ausgefallt. Die Zerlegung des Pikrolonates erfolgte durch Verreiben mit Baryt- 
wasser. Nachdem das Barium aus dem Filtrat des Bariumpikrolonates entfernt 
worden war, erhielten wir eine Lésung, die die Paulysche Diazoprobe zeigte. Im 
Papierchromatogramm lie8 sich eindeutig neben Vergleichssubstanz die Urocanin- 
siure nachweisen. Auch war die Bayersche Probe auf Doppelbindungen positiv. 


Das Filtrat der sauren Reineckatfallung befreiten wir von dem Reineckesalz 
und dem Ammoniak. Mit Hopkins Reagenz (HgSO, + H,SO,) und Alkoholzusatz 
erhielten wir 

8. eine starke Fallung, die vom Quecksilber und der Schwefelsiure in be- 
kannter Weise befreit und dann etwas eingeengt wurde. Aus der Lésung der freien 
Basen fiel mit Diliturséure bis zur kongosauren Reaktion ein Niederschlag, der sich 
im Kihlschrank noch vermehrte. Er wog 597,7 mg, war nach Umkristallisieren aus 
hei8em Wasser rein und erwies sich als das Diliturat des Hydroxylysins* 

4,897 mg Subst.: 5,920 mg CO,; 1,900 mg H,O. 3,140 mg Subst.: 0,640 m/ N, 
(26°, 722 Torr). 
C,H,,N,O, - 2 C,H,N,0; (508.4) Ber. C 33,07 H3,97 N 22,04 

Gef. C 32,99 H4,34 N 22,11 


Die Substanz zersetzte sich ebenso wie synthetisches Hydroxylysindiliturat 
bei 289° (Kofler). Der Mischzersetzungspunkt war ohne Depression. 

Die aus dem Diliturat mit Baryt freigesetzte Base reagierte stark alkalisch 
und nach Einengen zum Sirup fiel eine Probe mit alkohol. Pikrinséure. Beim Kochen 
einer weiteren Probe mit Kupfercarbonat und anschlieBender Filtration entstand 
eine blaue Lésung, mit der die unter 3. naher beschriebene Turbasche Probe 
positiv ausfiel. Synthetisches Hydroxylysin*® verhalt sich ebenso. 

Bei der papierchromatographischen Untersuchung erhielten wir in ver- 
schiedenen Systemen die gleichen Ry-Werte wie beim synthet. Hydroxylysin 
(vgl. Tabelle). 

Auch elektrophoretisch war die Substanz einheitlich, die Wanderungsstrecke 
stimmte mit der Vergleichssubstanz iiberein (Versuchsbedingungen wie unter 3. 
beschrieben) : 


Wanderungsstrecke im Puffer I: 6,0 em, im Puffer IT: 5,0 cm. 


* Analysen von Dr. Ing. Schoeller, Kronach, BambergerstraBe 20. 
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Zusammenfassung 


In Fortsetzung friiherer Versuche wurden aus der Roten Weg. 
schnecke, Arion empiricorum, Glykokollbetain, Homarin, Trigo. 
nellin, Putrescin und Cholin als Salze isoliert. Papierchromato. 
graphisch und papierelektrophoretisch konnten neben authentischen 
Vergleichsmaterial Herzynin, Imidazolyl-essigsiure, -propion. 
siure, -milchsiure und -acrylsiure (Urocaninsiiure) eindeutig 
identifiziert werden. 

Ferner wurden die bisher noch nicht in der niederen Tierwelt be. 
kannten Verbindungen Hydroxylysin und «.y-Diamino-butter. 
saure als Diliturate isoliert. 


Summary 


As a continuation of earlier experiments, the salts of glycine-betaine, 
homarine, trigonelline, putrescine and choline have been isolated from 
the snail, Arion empiricorum. Herzynine, imidazolyl-acetic acid, -pro. 
pionic acid, -lactic acid, and -acrylic acid (urocanic acid) have been 
tentatively identified by paperchromatography and paper electrophoresis 
with authentic samples. 

The components hydroxylysine and «.y-diaminobutyric acid, which 
had not previously been found in lower animals, have also been isolated 
as diliturates. 


Prof. Dr. D. Ackermann, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Wiirzburg, KoellikerstraBe 2. 
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Untersuchungen zur GréBe 


der Eliminationsgeschwindigkeit von Fermenten 
aus dem Kaninchen-Serum 
Von 
D. Amelung 


Aus der I. Medizinischen Klinik der Medizinischen Akademie Diisseldorf 
Direktor: Prof. Dr. F. Grosse- Brockhoff 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Dezember 1959) 


In den letzten Jahren haben Aktivititsbestimmungen von Serum- 
Fermenten eine zunehmende Bedeutung fiir die klinische Diagnostik 
gewonnen. Fiir das Verstandnis der den Schwankungen der Ferment- 
werte unter normalen und pathologischen Bedingungen zugrunde 
liegenden Vorginge ist die Kenntnis des zeitlichen Ablaufes der Ferment- 
elimination aus dem Serum eine wesentliche Voraussetzung. Versuche 
zm einer Bestimmung der Eliminationsgeschwindigkeit von Serum- 
fermenten sind bisher fiir Milchsiure-Dehydrogenase!*, Fructose-1.6- 
diphosphat - Aldolase*, Isocitronensiure-Dehydrogenase*, Glutamat- 
Oxalacetat-Transaminase? *-? und Glutamat-Pyruvat-Transaminase» > 7 
durchgefiihrt worden. Diese Untersuchungen hatten jedoch durchweg 
nur einen orientierenden Charakter; die experimentellen Bedingungen 
waren zudem sehr verschiedenartig. Im Rahmen einer klinischen Arbeit 
haben wir kiirzlich iiber die ersten Ergebnisse einer eigenen Versuchs- 
reihe berichtet®. Wir hatten die Serumaktivitaét von 5 Fermenten nach 
intravenéser Applikation beim Kaninchen bestimmt und gefunden, daB 
die Werte von Milchsiure-Dehydrogenase und Apfelsiure-Dehydro- 
genase in halblogarithmischer Darstellung praktisch linear bis in den 
Normbereich abfallen. Der Abfall der Blutspiegelwerte der drei anderen 
Fermente (Glutaminsiure-Dehydrogenase, «-Glycerophosphat-Dehydro- 
genase und Alkohol-Dehydrogenase) verzégerte sich dagegen etwa 4 bis 
6 Stdn. nach Versuchsbeginn, die Blutspiegelkurven nahmen einen zwei- 
1 F. Wroblewski, Ann. N. Y. Acad. Sci. 75, 322 [1958]. 

2 F. Wroblewski u. J. 8. LaDue, J. Lab. clin. Med. 44, 958 [1954]. 

3 J. A. Sibley, Ann. N. Y. Acad. Sci. 75, 339 [1958]; J. A. Sibley u. A. L. 
Lehninger, J. nat. Cancer Inst. 9, 303 [1948]; O. Warburg u. W. Christian, 
Biochem. Z. 314, 399 [1943]. 

48. K. Wolfson, J. A.Spencer, R. L. Sterkel u. H. G. Williams- 
Ashman, Ann. N. Y. Acad. Sci. 75, 260 [1958]. 

5 G. A. Fleisher u. K.G. Wakim, Proc. Mayo Clin. 81, 640 [1956]. 

6 M. Dunn, J. Martinsu. K. Reissmann, J. Lab. clin. Med. 51, 259 [1958]. 
7-H. Reichard, J. Lab. clin. Med. 58, 417 [1959]. 

8 D. Amelung, H. D. Horn u. E. Schréder, Klin. Wschr. 36, 963 [1958]. 
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phasigen Verlauf. Um exakte zahlenmiBige Aussagen iiber den Verlauf 
der Kurven in beiden Eliminationsphasen machen zu kénnen, wurden 
in einer zweiten Untersuchungsreihe die Versuche unter Einbeziehung 
weiterer Fermente bzw .Fermentpraparate zeitlich so lange ausgedehnt, 


bis die Aktivititswerte wieder im Normbereich lagen. Durch Anderung 
der experimentellen Bedingungen konnte weiterhin gezeigt werden, daj} 
auch der Abfall der Serumaktivitaiten von Milchsiure-Dehydrogenase| 


und Apfelsiure-Dehydrogenase in zwei Phasen vor sich geht. 


Methodik 


Fermentpraparate: Der zeitliche Ablauf der Elimination wurde fiir die 
folgenden Fermente untersucht (in Klammern die Abkiirzungen): 


. Milchséure-Dehydrogenase aus Kaninchen-Skelettmuskel (MDH) 
. Apfelsiure-Dehydrogenase aus Schweineherz (ADH) 

. Alkohol-Dehydrogenase aus Pferdeleber (L-ADH) 

. Alkohol-Dehydrogenase, aus Hefe (H-ADH) 

. Glutamat-Oxalacetat-Transaminase aus Schweineherz (R-GOT) 

. Glutamat-Pyruvat-Transaminase aus Schweineherz (R-GPT) 

. Glutamat-Oxalacetat-Transaminase aus Kaninchenleber (K-GOT) 
. Glutamat-Pyruvat-Transaminase aus Kaninchenleber (K-GPT) 


MDH, ADH, L-ADH und H-ADH wurden von der Firma Boehringer & 
Soehne, Mannheim-Waldhof, bezogen. Die beiden Transaminasen-Praparate aus 
Schweinéherz verdanken wir Herrn Priv.-Doz. Dr. Pfleiderer. Die anderen Trans. 
aminasen-Praparate haben wir aus Kaninchenleber in Anlehnung an die Angaben 
von Fleisher und Wakim® und Grein und Pfleiderer® angereichert. Die 
Aktivitat unserer GOT-Praparate lag zwischen 80 und 100 uMol Substratumsatz/mg 
Protein/Stde., die der GPT-Praparate zwischen 30 und 50 «Mol Substratumsatz/mg 
Protein/Stde. 

Fermentbestimmungen: Die Aktivitat der Fermente wurde im optischen 
Test unter den von uns friiher angegebenen Bedingungen bestimmt®!°. Bei der 
Aufarbeitung der GOT aus Kaninchenleber haben wir in Ubereinstimmung mit 
Grein und Pfleiderer® beobachtet, daf das Ferment bei jedem Reinigungs. 
schritt an Aktivitat verliert. Durch Zusatz von Pyridoxal-5-phosphat, dem Co- 
enzym der Transaminierungsreaktionen, konnte der Aktivitatsverlust wieder be- 
hoben werden. Bei den Bestimmungen der GOT wurde deshalb dem Testansatz 
250 y Pyridoxal-5-phosphat zugesetzt. Die Substanz hat uns die Firma Hofmann. 
La Roche, Grenzach (Baden), freundlicherweise iiberlassen. Bei der Bestimmung 
der GPT war ein Zusatz von Pyridoxal-5-phosphat nicht notwendig, da bei der 
Darstellung der GPT unter unseren Arbeitsbedingungen das Coferment nicht ab- 
gespalten wurde. Die Aktivitét der H-ADH wurde nach den Testvorschriften der 
Firma Boehringer bestimmt. Als Ma fiir die Aktivitét der Fermente im Serum 
geben wir den Substratumsatz in ~Mol/m/ Serum/Stde. an. 

Versuchsanordnung: Je nach der Ausgangsaktivitét wurde 0,2—1,5 ml 
der Fermentlésung mit 10 m/ physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt und in 
die Ohrvene von weiblichen Kaninchen (2—3 kg schwer) injiziert, nachdem vor- 
her Blut zur Ermittlung des Leerwertes (Normalwert des betreffenden Fermentes 
bei dem Versuchstier) entnommen worden war. In den ersten 30 Min. nach Ver- 
suchsbeginn entnahmen wir aus dem anderen Ohr 2—3 Blutproben, die weiteren 
Blutentnahmen erfolgten dann in einem Abstand von etwa 60 Min. abwechselnd 
aus beiden Ohren. In jeder Blut- bzw. Serumprobe wurde eine Doppelbestimmung 
der Fermentaktivitat durchgefiihrt. Die Fermentpraparate waren vor der Injek- 


® L. Grein u. G. Pfleiderer, Biochem. Z. 330, 433 [1958]. 
10 H. D. Horn u. D. Amelung, Dtsch. med. Wschr. 82, 619 [1957]. 
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» tion 1—2 Stdn. gegen physiologische Kochsalzlésung dialysiert worden. Die In- 

iektion wurde fast durchweg von den Tieren gut vertragen. Nur nach Injektion 
der GOT aus Schweineherz traten voriibergehend Krampfe auf, die Tiere wurden 
" apathisch und bekamen Durchfalle. Eines der Tiere starb nach Versuchsende, die 


PS 


' peiden anderen erholten sich innerhalb von 2—3 Tagen wieder. Wahrscheinlich 
waren diese Unvertraglichkeitserscheinungen Folge der Nucleinsiuren-Lésung, die 


v 


- dem Fermentpraparat beim letzten Reinigungsschritt zugegeben worden war. 


Darstellung und Berechnung der Ergebnisse: Vor der graphischen 
Darstellung der Ergebnisse wurde bei jedem Versuchswert der Leerwert des be- 
treffenden Fermentes in Abzug gebracht. Die ADH-Aktivitét im Kaninchen- 
serum lag unter 0,01 wMol Substratumsatz/ml Serum/Stde. Bei den anderen Fer- 
menten fanden wir die folgenden Mittelwerte (Schwankungsbreite in Klammern): 
MDH: 9,2 (7,8—12,1); ADH: 28,1 (26,8—28,8); GPT: 1,5 (1,0—1,9); GOT 1,7 
(1,3—2,7) ~Mol Substratumsatz/ml Serum/Stde. Die Versuchswerte wurden auf 
halblogarithmischem Papier in Abhangigkeit von dem Zeitpunkt der Blutentnahme 
aufgetragen. In allen Versuchen fielen die Werte im halblogarithmischen Netz 
geradlinig ab. Damit konnte der Kurvenverlauf durch eine Exponentialfunktion 
ausgedriickt werden. Die Konstante k jeder Eliminationsphase wurde nach der 
Methode der kleinsten Quadrate bereehnet (Formel s. |.c.’). Eliminationskonstante 
und Halbwertszeit (¢/2) stehen miteinander durch die Gleichung t/2 = 0,6931/k Min. 
in Beziehung. 


Ergebnisse 


Die Blutspiegelkurven nahmen mit zwei Ausnahmen den folgenden 
Verlauf (Abb. 1 und 2): Nach einem meist nur wenige Minuten dauern- 
den ersten Abschnitt, in dem sich das ,,AbfluBgleichgewicht‘! ein- 
stellte, erfolgte ein relativ rascher, im halblogarithmischen System 
linearer Abfall der Werte. Die Halbwertszeiten dieser ersten Elimina- 
tionsphase lagen zwischen 20 und 120 Minuten. 2—7 Stdn. nach Ver- 
suchsbeginn verlangsamte sich der Abfall der Aktivititswerte, die Blut- 
spiegelkurven wiesen hier einen Knick auf. Der zweite Abschnitt der 
Kurven verlief dann ebenfalls linear, der Fermentschwund gehorchte 
auch in dieser Phase einem Exponentialgesetz. Fiir die MDH und die 
ADH war ein zweiphasiger Verlauf der Blutspiegelkurven erst nach 
Injektion sehr hoher Fermentmengen zu demonstrieren (Abb. 2). Die 
dabei im Experiment erzielten maximalen MDH- und ADH-Aktivititen 
lagen mit 1900 bzw. 2300 «Mol mehr als das 200- bzw. 100fache iiber 
den Normalwerten. Insgesamt zeigten somit 6 Fermente den von uns 
bereits friiher® fiir die Glutaminsiure-Dehydrogenase und die «-Glycero- 
phosphat-Dehydrogenase nachgewiesenen zweiphasigen Kurvenverlauf. 
Anders verliefen dagegen die Eliminationskurven der H-ADH (Abb. 2) 
und der R-GPT (Abb. 1). Die Aktivititswerte dieser Fermente fielen 
nach der etwa 15 Min. dauernden Einstellung des AbfluBgleichgewichtes 
sehr langsam ab, die Halbwertszeiten blieben dann im gesamten Beob- 
achtungszeitraum, den wir bei der R-GPT auf 30 Stdn., bei der H-ADH 
auf 72 Stdn. ausdehnten, konstant. 

Die aus den Blutspiegelkurven berechneten Halbwertszeiten des 
Fermentschwundes sind in der Tabelle zusammengestellt. 


1 J. Moeller u. L. Abt, Klin. Wschr. 30, 340 [1952]. 
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Die Werte weichen von Versuch zu Versuch und damit von Tier 
zu Tier deutlich voneinander ab, insgesamt liegen sie jedoch fiir jedes 
Ferment in einer bestimmten GréSenordnung. Die Geschwindigkeit des 
Fermentschwundes ist unabhingig von der Héhe der Ausgangswerte 
(Spalte 4 der Tabelle). Bei fast allen Versuchen war die Halbwertszeit der 
zweiten Phase mehr als doppelt so grofs wie die der ersten Phase. 
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Abb. 1 Abb. 2 


Abb. 1. Blutspiegelkurven nach intravenéser Applikation von Glutamat-Oxal- 
acetat-Transaminase und von Glutamat-Pyruvat-Transaminase aus Kaninchen- 
leber (K-GOT bzw. K-GPT) und aus Schweineherz (R-GOT bzw. R-GPT) beim 
Kaninchen. Mit Riicksicht auf eine iibersichtlichere Darstellung wurde die Kurve 
der K-GPT um eine Zehnerpotenz nach oben verschoben. Ordinate: Ferment- 
aktivitaét in wMol Substratumsatz/m/ Serum/Stde.; Abszisse: Zeit nach Ferment- 
injektion inStdn.; die Zahlen an den Kurven geben die Halbwertszeiten (in{Min.) an. 


Abb. 2. Blutspiegelkurven nach intravenéser Applikation von Alkohol-Dehydro- 

genase aus Hefe (H-ADH) und aus Pferdeleber (L-ADH) und von Milchsiure- 

Dehydrogenase (MDH) und Apfelsiure-Dehydrogenase (ADH) aus Kaninchen- 
Skelettmuskel beim Kaninchen. Koordinatenbezeichnungen s. Abb. 1. 


In einigen Versuchen wurde ein Gemisch zweier Fermente injiziert 
(Versuch Nr. 2 der MDH und Nr. 4 der L-ADH; Versuch Nr. 3 der R- 
GOT und Versuch Nr. 2 der R-GPT). Die Blutspiegelkurven nahmen 
danach jedoch den gleichen Verlauf wie in den Versuchen mit den 
reinen Fermentlésungen. Die Schwundraten der beiden Transaminasen 
aus Kaninchenleber konnten nicht gesondert untersucht werden, da 
unsere Priiparate sowohl GOT als auch GPT enthielten. Auf Grund 
der vorgenannten Beobachtungen bei den anderen Fermenten darf je- 
doch angenommen werden, da die in der Tabelle fiir die Lebertrans- 
aminasen angegebenen Halbwertszeiten durch die gleichzeitige Injek- 
tion der beiden Fermente nicht beeinfluBt worden sind. 
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on Tier Halbwertszeiten (t/2) der Elimination aus dem Serum nach intravenéser Appli- 
rr jes kation von Fermenten beim Kaninchen. 
ae Injizierte Fermentmenge in ~Mol Substratumsatz/Stde.; maximale Serumaktivitat 
ceit des ) : : 
in uMol/ml Serum/Stde. 
ySwerte 
Zeit di ; 
ge r Nr. Injizierte | Maxim. Halbwertszeit Plasma- 
y Ferment des Ver- | Ferment-| Serum- (Min.) volumen 
suches | menge | aktivitét| ) phase | 2. Phase | ™M/kg 
GOT aus 1 6 300 55 78 195 31 
Kaninchenleber 2 7 050 2 63 156 39 
3 5 220 57 63 141 40 
4 6 260 88 64 177 31 
7 5 4 820 52 72 144 27 
6 5 530 50 93 126 36 
| rf 5 370 88 84 130 I ig 
| Ff GPT aus 1 1580 20 72 296 21 
| Kaninchenleber 2 4750 35 66 352 32 
3 2 350 41 66 450 25 
4 3 970 65 75 321 27 
5 1670 61 86 328 12 
| 6 1 250 31 93 207 13 
| 7 3 590 47 99 204 33 
x 
GOT aus 1 5 020 55 57 240 35 
Schweineherz 2 3 950 68 54. 144 26 
3 3 960 64 55 132 26 
t-Oxal 
nchen- — GPT aus 1 1310 18 563 — 35 
) beim — Schweineherz 2 1875 21 600 — 36 
Kurve 
rment- — ADH aus 1 35 200 1100 24 93 10 
rment- ¥ Schweineherz 2 52700 | 2300 36 132 8 
in.) an 
hydro- | MDH aus 1 92 400 720 90 174 52 
isdure- ff Kaninchen- 2 $0 000 790 61 126 39 
nchen- § Skelettmuskel 3 188 000 1800 90 210 32 
4 278 000 1900 108 181 54 
5a 109 000 1200 66 114 33 
<4 arf 96 
iziert 5b 87 600 1000 iz 1ll ou 
er R- | sp aus 1 8 250 125 96 354 21 
hmen | Pferdeleber 2 6 180 81 98 270 24 
; den 3 24 550 208 114 350 47 
sesiis 4 40 800 210 69 189 67 
1. da 5 47 500 320 108 204 46 
we 6 90 600 580 96 228 58 
rund 
rf je- | ADH aus Hefe 1 20 550 131 720 J 42 
rans- 2 
njek- 3 
4 
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In einem Versuch wurde einem Tier, dem zunichst MDH in einer 
Gesamtaktivitiit von 109000 «Mol Substratumsatz/Stde. injiziert wor. 
den war, nach Normalisierung der Fermentwerte (11 Stdn. nach Ver. 
suchsbeginn) erneut MDH (87600 Mol) in die Ohrvene appliziert. Die 
Halbwertszeiten des zweiphasigen Aktivitiitsabfalles unterschieden 
sich im ersten Teil dieses Versuches mit 66 bzw. 114 Min. nur Wenig 
von den entsprechenden Werten des zweiten Teiles (72 bzw. 111 Min), 
Dieses Versuchsergebnis spricht dafiir, daB die GréBe der Halbwertszeit 
in beiden Phasen eine fiir jedes Tier individuelle Konstante ist. 

In der letzten Spalte der Tabelle sind die Werte fiir das Plasma. 
volumen der Versuchstiere (in m//kg K6rpergewicht) angegeben, die 
nach der Gleichung 

injizierte Fermentmenge 
Bipnetal. = eatin 5 ew. i. Ne ha 
berechnet wurden. Der Wert fiir die Anfangsaktivitat (Serumaktivitit 
zum Zeitpunkt 0 des Versuches) wurde aus’ den Kurven interpoliert. 
Die Werte sind @arals Niiherungswerte zu betrachten, da die zu ihrer 
Berechnung notwendigen experimentellen Daten erheblichen Fehler. 
moglichkeiten unterworfen waren. Dazu gehérten die Schwierigkeit, 
sehr hohe Aktivititswerte genau zu bestimmen (bei starker Verdiinnung 
Verdiinnungsfehler, bei geringer Verdiinnung Ablesefehler) und die 
Méglichkeit einer teilweise paravendsen Injektion bei den manchmal 
unruhigen Versuchstieren. Fiir die Ermittlung der Eliminations. 
geschwindigkeit spielten diese Fehlerméglichkeiten dagegen keine Rolle, 


Diskussion 


Aus Versuchen mit radioaktiv markierten Plasmaproteinen ist be- 
kannt, daB deren Konzentration nach intravenéser Applikation zu. 
nachst relativ rasch absinkt, wobei die EiweiBstoffe in den Lymphraum 
iibertreten. Wenn sich ein Konzentrationsausgleich zwischen intra- und 
extravasculiirem Raum eingestellt hat, fallen die Plasmawerte mit 
wesentlich geringerer Geschwindigkeit ab, der weitere Verlauf der Blut- 
spiegelwerte wird dann von der GréBe des Proteinumsatzes im extra- 
vasculiren Raum bestimmt (Literatur s. |.c.8). Die Fermentelimination 
aus dem Serum lauft offenbar nach aihnlichen GesetzmaBigkeiten ab. 
Dunn und Mitarbeiter® haben durch Parallelbestimmung der GOT im 
Blut und in der Lymphfliissigkeit nach intravenéser Zufuhr des Fer- 
mentes beim Hund zeigen kénnen, daB in der ersten Phase des GOT. 
Abfalles im Serum die Lymphwerte ansteigen. Nach etwa 6—8 Stdn. 
hat sich der Konzentrationsausgleich zwischen den beiden Verteilungs- 
raumen vollzogen. Von diesem Zeitpunkt an fallen die GOT-Werte in 
Serum und Lymphfliissigkeit parallel zueinander mit einer gegeniiber 
der ersten Phase wesentlich geringeren Geschwindigkeit ab. Auf Grund 
dieser Versuchsergebnisse wird man die von uns in der ersten Phase der 
Fermentelimination bestimmten Halbwertszeiten als MaB fiir die Ge- 
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shwindigkeit des Proteinaustausches zwischen intra- und extravascu- 
jirem Raum ansehen diirfen. Die Schwundgeschwindigkeit der zweiten 
Phase ist dagegen offenbar von der GréBe des Fermentumsatzes im 
extravasculiren Raum abhingig. Die in der Tabelle angegebenen Halb- 
wertszeiten sind wesentlich kiirzer als die entsprechenden Werte fiir 
andere Plasmaproteine (fiir Albumin beim Kaninchen 3,6 Stdn. bzw. 
48 Tage, fiir y-Globulin 4,5 Stdn. bzw. 3,3 Tage! fiir 1. bzw. 2. Phase) 
und stehen damit im Einklang mit anderen Beobachtungen, die fiir 
eine besonders groBe Umsatzgeschwindigkeit des Fermentproteins 
sprechen. 

Unsere Untersuchungen geben keine Antwort auf die Frage, von 
welchen Ferment-Eigenschaften die Eliminationsgeschwindigkeit ab- 
hingt. Sie ist wahrscheinlich unabhingig von der MolekiilgréBe, denn 
bei etwa gleichem Molekulargewicht unterscheiden sich die Halbwerts- 
ziten der Hefe-ADH und der Muskel-MDH um den Faktor 10. Fiir 
diese erhebliche Differenz ist sicher nicht entscheidend, daB es sich bei 
der Hefe-ADH um ein fiir das Kaninchen artfremdes Protein handelt. 
Denn die Halbwertszeiten anderer fiir das Kaninchen artfremder 
Fermentproteine (GOT aus Schweineherz, ADH aus Pferdeleber) liegen 
in der gleichen GréBenordnung wie die Halbwertszeit der MDH aus 
Kaninchenmuskel. Besonders auffillig ist das unterschiedliche Verhalten 
der beiden GPT-Priparate aus Kaninchenleber und Schweineherz. 
Wihrend die Blutspiegelkurve des Leberfermentes den charakteristi- 
schen zweiphasigen Verlauf nimmt, sinken die Aktivitaitswerte des aus 
Schweineherz dargestellten Fermentes nur sehr langsam bei auch iiber 
Tage hin gleichbleibender Geschwindigkeit ab. Ahnliche Differenzen 
zeigen die ADH-Priparate aus Hefe und Pferdeleber, wihrend die 
Blutspiegelkurven der beiden von uns untersuchten GOT-Priparate 
weitgehend iibereinstimmen. Das im Eliminationsversuch unterschied- 
liche Verhalten von Fermenten gleicher Substratspezifitit weist darauf 
hin, daB diese Fermente strukturell nicht homogen sind. Der Tier- 
versuch bietet offenbar eine methodisch relativ einfache Méglichkeit, 
Strukturunterschiede bei Fermenten gleicher Substratspezifitit fest- 
zustellen. Der Nachweis einer Heterogenitaét von Serum- und Organ- 
Fermenten ist in letzter Zeit mit physikochemischen und biochemischen 
Methoden (Elektrophorese, Bestimmung der Affinitiitskonstante, der 
Hemmbarkeit und des pxH-Optimums) bereits erbracht worden (Lit. 
gial..c. 4). 

Die Halbwertzeiten der drei aus Kaninchenorganen stammenden 
Fermentpriiparate unterscheiden sich in der ersten Phase nicht wesent- 
lich (Mittelwerte fiir MDH: 71, fiir GOT: 74 und fiir GPT: 79 Min.). 
In der zweiten Phase verliuft dagegen die Blutspiegelkurve der GPT 
wesentlich flacher als die der beiden anderen Fermente (Mittelwerte 





2 K. Oeff, Z. ges. exp. Med. 128, 434 [1954]. 
13 B. Hess, Ann. N. Y. Acad. Sci. 75, 292 [1958]. 
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Reichard’. nach intravenéser Applikation eines Transaminasep. 
gemisches aus Leber und Wroblewski! in ahnlicher Versuchsanord. 
nung mit einem aus Herzmuskel dargestellten Transaminasengemisch im 
Hundeversuch beobachtet. Aus unseren Versuchsergebnissen geht her. 
vor, daB die verzégerte Elimination der GPT auf deren relativ geringe 
Umsatzgeschwindigkeit zuriickzufiihren ist, wihrend sich der Konzen. 
trationsausgleich zwischen intra- und extravasculirem Raum bei dep 
beiden Transaminasen mit etwa der gleichen Geschwindigkeit vollzieht. 
In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, da beim Menschen 
der Abfall der Blutspiegelkurven ebenfalls zweiphasig erfolgt, wie wir 
bei einem fiir eine entsprechende Auswertung besonders geeigneten 
klinischen Fall (Tetrachlorkohlenstoff-Vergiftung) beobachten konnten, 
In Ubereinstimmung mit unseren Tierversuchen war auch hier der Ab. 
fall der GPT-Werte in der zweiten Phase wesentlich langsamer als der 
der GOT-Aktivitaiten. Die Halbwertszeiten lagen in der ersten Phase 
fiir beide Fermente bei 12 Stdn., in der zweiten Phase betrug die Halb. 
wertszeit 57 Stdn. fiir die GOT und 78 Stdn. fiir die GPT. Analog den 
Beobachtungen bei Plasmaproteinen'* sind die Halbwertszeiten der 
Plasmafermente beim Menschen wesentlich gréBer als beim Kaninchen, 
wahrend die Halbwertszeiten der Transaminasen-Elimination beim 
Hund, wie sich aus den oben zitierten Arbeiten entnehmen laBt, zwischen 
den fiir den Menschen errechneten Daten und den im Kaninchenversuch 
experimentell ermittelten Werten liegen. 

Unsere Versuche geben keine Antwort auf die Frage, ob die in 
der Tabelle fiir artgleiche (MDH, GOT, GPT aus Kaninchenorganen), 
jedoch k6rperfremde Fermente aufgefiihrten Halbwertszeiten auch fiir 
kérpereigene Fermente gelten. Dunn und Mitarbeiter® haben jedoch 
zeigen kénnen, daB die Blutspiegelkurven von artgleicher kérperfremder 
und k6rpereigener, aus der Muskulatur des Versuchstieres gewonnener 
GOT in ihrem Verlauf weitgehend iibereinstimmen. Ahnliche Befunde 
sind an anderen Plasmaproteinen (Fibrinogen) erhoben worden". 

Bei einer Beurteilung der in der Tabelle angegebenen Werte fiir die Plasma- 
volumina miissen neben der normalen biologischen Streuung die erwahnten metho- 
dischen Fehlerméglichkeiten beriicksichtigt werden. Die Werte der Tabelle liegen 
in der Mehrzahl zwischen 20 und 40 ml/kg Kérpergewicht und damit etwas niedriger 
als die mit der Evans-Blau-Methode bestimmten Werte (im Durchschnitt 40 bis 
50 ml/kg K6érpergewicht). Das mit Hilfe der Verdiinnungsmethoden bestimmte 
intravasculare Volumen wird auch als Verteilungsraum bezeichnet. Unsere Be- 
funde sprechen dafiir, da8 der Verteilungsraum der Plasmafermente im Durch- 
schnitt etwas kleiner als der des Farbstotfes ist. Weite Untersuchungen sind er. 
forderlich, um zu priifen, ob Unterschiede in der GréBe des Verteilungsraumes 
von Ferment zu Ferment bestehen. Fiir eine solche Méglichkeit spricht unsere 
Beobachtung, daB beim gleichen Tier der fiir den Verteilungsraum der GOT et- 
rechnete Wert in allen 7 Versuchen gréBer war als der entsprechende Wert fir 
die GPT. Es sei schlieBlich darauf hingewiesen, daB die Moglichkeit einer Be- 


144 W. Maurer, Wiener Z. inn. Med. Grenzgebiete 38, 393 [1957]. 





fiir MDH: 153, fiir GOT: 153 und fiir GPT: 308 Min.). Einen verzégerten| 
Abfall der GPT-Aktivitaten haben auch Fleisher und Wakim® sowie} 
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- stimmung des Plasmavolumens mit Hilfe von Fermenten vor allem bei kleinen 
| Tieren von praktischer Bedeutung sein diirfte, da die Durchfiihrung der Farb- 
- stoffmethoden hier wegen der erforderlichen relativ groBen Blutmengen schwierig 


jst. Unter den von uns untersuchten Fermenten bietet die Hefe-Alkohol-Dehydro- 
genase fiir eine Volumenbestimmung besonders giinstige Voraussetzungen. Das 
Ferment kann im Handel bezogen werden, seine Aktivitaét ist in kleinsten Blut- 
volumina einfach zu bestimmen, die Injektion wird von den Tieren gut vertragen 
und die Elimination erfolgt bei einer Halbwertszeit von etwa 11 Stdn. sehr lang- 
gam. Die geringe Schwankungsbreite der aus unseren Versuchen mit H-ADH 
berechneten Werte fiir die Plasmavolumina (Tabelle) unterstreicht die Brauch- 
barkeit dieses Fermentes fiir eine Bestimmung des Verteilungsraumes. 


Herrn Priv.-Doz. Dr. Pfleiderer, Organisch-chemisches Institut der Uni- 
versitit Frankfurt, méchten wir auch an dieser Stelle fiir die Uberlassung der 
Transaminasen-Praparate herzlich danken. Die Durchfiihrung der Arbeit wurde 
durch eine Sachbeihilfe der Deutschen Forschungsgemeinschaft erméglicht. 


Zusammenfassung 


Bei Kaninchen wurde der Verlauf der Blutspiegelwerte nach intra- 
vendser Applikation von Fermenten untersucht. Bei 6 Fermenten 
(Milchsiiure-Dehydrogenase aus Kaninchen-Skelettmuskel, Apfelsdure- 
Dehydrogenase aus Schweineherz, Alkohol-Dehydrogenase aus Pferde- 
leber, Glutamat-Oxalacetat-Transaminase aus Schweineherz und Ka- 
ninchenleber und Glutamat-Pyruvat-Transaminase aus Kaninchenleber) 
verliefen die Kurven zweiphasig: Die Werte sanken in den ersten 2 bis 
7 Stdn. steil, spiiter langsam ab. Der Kurvenverlauf jeder der beiden 
Phasen entsprach einer Exponentialfunktion. Die Halbwertszeiten des 
Aktivitatsabfalles lagen in der ersten Phase zwischen 20 und 120 Min., 
in der zweiten Eliminationsphase zwischen 120 und 350 Minuten. 

Die Blutspiegelwerte von 2 Fermenten (Glutamat-Pyruvat-Trans- 
aminase aus Schweineherz und Alkohol-Dehydrogenase aus Hefe) fielen 
nur langsam (Halbwertszeit etwa 600 Min.) und mit gleichbleibender 
Geschwindigkeit ab. 

Aus den Beobachtungen ergeben sich Parallelen zu dem Ablauf 
der Elimination anderer Plasmaproteine, auf die in der Diskussion hin- 
gewiesen wird. 


Summary 


Enzymes have been injected intraveneously into rabbits and their 
levels followed in the blood. The blood levels for 6 enzymes (lactic acid 
dehydrogenase from rabbit skeletal muscle, malic acid dehydrogenase 
from pig heart, alcohol dehydrogenase from horse liver, glutamic- 
oxaloacetic transaminase from pig heart and rabbit liver and glutamic- 
pyruvic transaminase from rabbit liver) could be divided into two 
phases. In the first 2—7 hours they sank rapidly, after which time the 
decrease became slower. The curves in both phases were exponential. 
The half life values of the activity decrease were between 20 and 120 min. 
in the first and between 120 and 350 min. in the second elimination 
phase. 
15¢ 
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The blood levels of two enzymes (glutamic-pyruvic transaminase | 
from pig heart and alcohol dehydrogenase from yeast) decreased slowly 
(half life about 600 min.) with constant velocity. 


These observations have parallels in the course of elimination of 
other plasma proteins, a subject treated in the discussion. 


Dr. D. Amelung, I. Medizinische Klinik der Medizinischen Akademie, Diis. 
seldorf, Moorenstr. 5. 
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Uber die Aktivitat von Glykolysefermenten 


wahrend der friihembryonalen Entwicklung 
von Molchkeimen 
Von 
Heinz Tiedemann und Hildegard Tiedemann 
Aus dem Heiligenberg-Institut, Abt. O. Mangold, Heiligenberg, Baden 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Dezember 1959) 


Mit der Gestaltung der Form und der Ausbildung von Organanlagen 
geht wihrend der friihembryonalen Entwicklung eine physiologische und 
chemische Differenzierung einher. Besonders eingehend wurde unter 
diesem Gesichtspunkt der Energiestoffwechsel von Molch- und Frosch- 
keimen in verschiedenen Entwicklungsstadien untersucht. Wie Fischer 
und Hartwig zuerst fanden, steigt die im befruchteten Molchei sehr 
kleine Atmung wahrend der Entwicklung stetig an!. Nach Versuchen von 
Boell an Amblystoma punctatum nimmt mit der Atmung auch die 
Aktivitat der Cytochromoxydase und der Bernsteinsiure-Dehydrogenase 
zu’. Die anaerobe Glykolyse steigt bei Molchkeimen im Vergleich zur 
Atmung nur langsam an und ist im Gastrulastadium etwa doppelt so groB 
wie zu Beginn der Entwicklung’. Im Zusammenhang mit diesen Ver- 
suchen haben wir die Aktivitét der Glykolysefermente Aldolase und 
Milchsiure-Dehydrogenase in Ganzkeimen von Triton alpestris wihrend 
der ersten Entwicklungsstadien bestimmt und zwar in den ersten 
Furchungsstadien, in Blastulen, in Gastrulen, in Neurulen, in Embryonen 
mit Schwanzknospe und in gerade gestreckten Embryonen. Diese 
Stadien liegen in den ersten 7 Tagen der Entwicklung. AuBerdem wurde 
die Aktivitat der Milchsiure-Dehydrogenase auch in animalen und vege- 
tativen Halften von jungen Gastrulen untersucht. Die beiden Keim- 
hailften zeigen entwicklungsphysiologisch in ihrem Verhalten bei der 
(iastrulation und der spiteren Differenzierung groBe Unterschiede. 


Ergebnisse 


]. Aldolase- und Milchsaure-Dehydrogenase-Aktivitat in 
verschiedenen Entwicklungsstadien 


Die Aktivitat der beiden Fermente wurde zu Beginn der Furchung 
gemessen, sowie in verschiedenen Stadien der Entwicklung bis zum 


a 


1 F. G. Fischer u. H. Hartwig, Biol. Zbl. 58, 567 [1938]. 
2 E. J. Boell, Anatom. Rec. 105, 600 [1949]; derselbe, J. exp. Zoology 
100. 331 [1945]. 

3 H. Tiedemann u. H. Tiedemann, Z. Naturforsch. 11b, 666 [1956]. 
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Stadium Harrison 35 (vollstiindig gestreckte Larven), das je nach der 
Temperatur 6—7 Tage nach der Befruchtung erreicht: wird. In der 
Abbildung sind Mittelwerte aus jeweils 4—6 verschiedenen Versuchs. 
ansitzen angegeben. Zwischen den einzelnen Ansitzen schwankten die 
Werte um etwa 5—10%. Die Aktivitat der beiden Fermente andert sich 
nur wenig. Der geringe Anstieg entspricht wahrscheinlich der allgemeinen 
Zunahme des Protoplasmas wihrend dieses Entwicklungsabschnitts, wo. 
bei der als Reservematerial dienende Dotter abnimmt. 
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Abb. 1. Aktivitét der Milchséure-Dehydrogenase (MDH) und Aldolase in ver. 
schiedenen Keimstadien des Alpenmolches. 


Bei Seeigeleiern fanden Gustafson und Hasselberg?* ebenfalls einen nur 
sehr geringen Anstieg der Aldolaseaktivitaét waihrend der Entwicklung. Ebenso 
verhalten sich bei Molchkeimen® und bei Seeigeleiern* noch eine Reihe anderer 
Fermente, wie die alkalische Phosphatase, Phosphomonoesterase, Kathepsin, Di- 
peptidase und Katalase. In Hiihnerembryonen steigen Milchsiure-Dehydrogenase 
und Apfelsaure-Dehydrogenase gleichmaBig mit dem Proteingehalt im Embryo an‘. 

Sowohl bei Molch- als auch bei Seeigelkeimen findet aber schon in sehr friihen 
Entwicklungsstadien ein intensiver Proteinumbau statt, wie Versuche iiber den 
Einbau von “CO, und markierten Aminosauren in die Proteinfraktion zeigten’". 
Dieser dient wohl vor allem der Bildung neuer Organproteine aus dem Dotter- 
material. Wahrscheinlich unterliegen aber auch die oben erwahnten Ferment- 
proteine, deren Aktivitét sich wahrend der Friihentwicklung nur wenig andert, 
einem langsamen Auf- und Abbau, wie dies beim erwachsenen Organismus Unter- 
suchungen iiber den Aldolasestoffwechsel des Kaninchenmuskels zeigten®. 


4 T. Gustafsonu. I. Hasselberg, Exp. Cell Res. 1, 371 [1950]; 2, 642 [1951]. 

5 §. Levtrup, C. R. Trav. Lab. Carlsberg, Ser.. chim. 28, 371 [1953]; 29, 
261 [1955]. 

6 J. B. Solomon, Biochem. J. 70, 529 [1958]. 

7 H. Tiedemann u. H. Tiedemann, Naturwissenschaften. 41, 535 [1954]. 

8 R. A. Flickinger, Exp. Cell Res. 6, 172 [1954]. 

® M. Heimberg u. 8. F. Velick, J. biol. Chemistry 208, 725 [1954]. 
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), Verteilung der Milchsaure-Dehydrogenase auf animale und 
vegetative Halften im Gastrulastadium 


An friihen Gastrulastadien vom Alpenmolch und vom Axolotl unter- 
suchten wir die Milchsiure-Dehydrogenase-Aktivitét der animalen und 
der vegetativen Keimhalften. Die im Innern der Keime liegenden groBen 
dotterreichen Zellen wurden von den animalen und vegetativen Halften 
ndglichst vollstandig abgetrennt (s. Methoden), so daB die animale Hilfte 
ugefihr das ganze praesumptive Ectoderm und einen Teil des prae- 
sumptiven Mesoderms enthielt, die vegetative den anderen Teil des prae- 
sumptiven Mesoderms und einen Teil des Entoderms. 


Aktivitét der Milchsiure-Dehydrogenase in animalen und vegetativen Gastrula- 
halften von T'riton alpestris und Amblystoma mexicanum (Fermenteinheiten/mg N). 








Triton alpestris Axolotl 
animal vegetativ animal vegetativ 
0,85 0,81 0,98 0,75 
0,87 BOTS! << 0,94 0,82 
0,75 0,78 





Wie aus der Tabelle hervorgeht, ist die Aktivitat der Milchsaure- 
Dehydrogenase in der animalen Halfte meist etwas hoher als in der 
vegetativen. Hierbei muB aber beriicksichtigt werden, daB die Ferment- 
aktivitat auf den Dotterstickstoff bezogen wird und der Dottergehalt am 
vegetativen Pol héher als am animalen Pol ist; das Verhialtnis des 
Dotter-N zwischen vegetativem und animalem Pol betragt beim Axolotl 
15. Beriicksichtigt man der verschiedenen Dottergehalt, so ergibt sich 
(bezogen auf die Gewichtseinheit intakter Zellen) eine sehr ahnliche 
Fermentaktivitit in animalen und vegetativen Halften. 


Nach Versuchen von Meister’ weist die Aktivitaét der Milchsiure-Dehydro- 
genase in verschiedenen Organen der erwachsenen Maus erhebliche Unterschiede 
auf. Eigene Messungen ergaben ahnliche Aktivitatsunterschiede in verschiedenen 
Organen erwachsener Molche. Die Fermentaktivitét nimmt in folgender Reihen- 
folge ab: Skelettmuskel > Leber > Gehirn > Niere. Es ist noch nicht bekannt, 
wann sich diese Unterschiede wahrend der Embryonalentwicklung ausbilden. Die 
oben beschriebenen Versuche zeigen, daB die Milchsiure-Dehydrogenase in sehr 
frihen Entwicklungsstadien noch gleichmaBig im Keimcytoplasma verteilt ist. Das 
spiter in erwachsenen Tieren vorhandene Verteilungsmuster entsteht vielleicht erst 
dann, wenn die Organe ihre Funktion aufnehmen. Dies gilt auch fiir andere Enzyme. 
So steigt die Aktivitaét der Cholinesterase bei Amblystoma punctatum schnell an, 
wenn die Embryonen eine doppelte Schliangelbewegung ausfiihren!’. Die Aktivitats- 
zunahme dieses Fermentes ist also mit dem Beginn der Funktion des neuro- 
muskularen Apparates gekoppelt. 


10 A. Meister, J. nat. Cancer Inst..10, 1263 [1950]. 
1 C. H. Sawyer, J. exp. Zoology 94, 1 [1943]. 





















































Heinz Tiedemann und Hildegard Tiedemann, 


gewonnene Enzym. 


fiihrung der Versuche. 


meinschaft ausgefiihrt. 


Methoden 


Fehlergrenzen iibereinstimmende Werte. 


Testbedingungen maximal war. 


Wasserstoffiibertragende Fermente, Berlin 1948. 


15, 138 [1954]. 
15 KE. Racker, J. biol. Chemistry 167, 843 [1947]. 


18 F. Kubowitz u. P. Ott, Biochem. Z. 314, 94:[1943]. 





Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsge. 


Zur Bestimmung der Milchsaure-Dehydrogenase-Aktivitat im optischen 
Test nach Warburg und Mitarbeitern'* wurden die Keime wie oben beschrieben Ak 
extrahiert. Da die Reaktionsgeschwindigkeit bei fortschreitendem Umsatz schnell }| Mo 
absinkt, wurde die Anfangsgeschwindigkeit gemessen, welche der eingesetzten } pic 
Fermentmenge proportional ist. Alle Teste wurden bei 30° ausgefihrt. 

Da nur die Aktivitaten in verschiedenen Stadien und Keimteilen verglichen 
werden sollten, wurde nicht untersucht, ob die Aktivitat der Fermente unter den 


13 R. Kuhn u. H. Tiedemann, Z. Naturforsch. 8b, 428 [1953]. . 
144 V. Jagannathan u. K. Singh, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] Ube 


16 G. Beisenherz, H. J. Boltze, Th. Biicher, R. Czok, K. H. Garbade, 
E. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 
17. J. A. Sibley u. A. L. Lehninger, J. biol. Chemistry 177, 859 [1949]. 
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3. EinfluB von Komplexbildnern auf Aldolase und 


Aldolase aus Hefe wird durch Pyrophosphat und Dipyridy1 ge. § y< 
hemmt??. Entsprechend verhalten sich die Aldolasen aus Lactobazillug § tes 
bifidus und Aspergillus oryzae. Diese Aldolasen stellen demnach Metall. § ** 
Enzyme dar. Im Gegensatz dazu wird, wie Warburg fand, Aldolase aus 
Skelettmuskel von Saugetieren durch Komplexbildner nicht gehemmt®, 

Im Hinblick auf diese Ergebnisse untersuchten wir auch die Aldolase § it 
aus Molchkeimen auf ihr Verhalten gegen «, «’-Dipyridyl (Endkonzen. 
tration 0,7 - 10-2m und 2 - 10-2m; px 7,0) und Athylendiamin-tetraacetat 
(Endkonzentration 1 - 10-°m; px 8,0) und fanden, daB das Ferment nicht 
gehemmt wird. Es verhilt sich also ebenso wie das aus Saiugetiermuskel — Fer 





Frau R. Lackschewitz danken wir fiir die geschickte Hilfe bei der Aus. — «ttl 


Die Aldolase wurde im optischen Test nach Warburg mit Glycerinaldehyd. | 08 
phosphat-Dehydrogenase und Triosephosphat-Isomerase (Boehringer) als Hilfs. § ‘tic 
fermenten!”, sowie nach dem von Racker!> und Biicher!® angegebenen Verfahren f «int 
mit Glycerophosphat-Dehydrogenase und Triosephosphat-Isomerase bestimmt. 
Hierzu wurden die Keime mehrmals mit 0,lm Triaéthanolaminpuffer, px 8,2, 
oder 0,1m Pyrophosphatpuffer, py 8,2, extrahiert, und nach hochtourigem 
Zentrifugieren die Fermentaktivitat in aliquoten Teilen des Extraktes gemessen. 
AuBerdem wurde die Fermentaktivitat im Gesamthomogenat nach Sibley und J Jel 
Lehninger’’ kolorimetrisch bestimmt. Die Verfahren ergaben innerhalb der alp 


Bestimmung der Milchsaure-Dehydrogenase in animalen und vege- } of 1 
tativen Keimhalften: Keime von T'riton alpestris (Alpenmolch) und Amblystoma } me 
mexicanum (Axolotl) wurden im friihen Gastrulastadium enthiillt und an der Grenze of 
von animaler und vegetativer Halfte umschnitten. Die Halften wurden getrennt 


22 Q. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 314, 149 [1943]; O. Warburg, § con 
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md die im Innern liegenden Dotterzellen entfernt. Je 10 Halften wurden mit 
(01m Phosphatpuffer, py 7,4, der 0,65, NaCl enthielt, zweimal extrahiert. Der 
Y-Gehalt des Riickstandes, welcher vor allem aus Dotter- (und Pigment-) Granula 
hesteht!®, wurde nach Kjeldahl bestimmt. Die Bestimmung erfolgte in Conway- 
Kammern. Vorgelegt wurde Borsaurereagenz. (Empfindlichkeit 5—50 y N). 

Wahrend der Operation wurde nur wenig Enzym an die umgebende Fliissigkeit 
abgegeben, wie gesonderte Bestimmungen zeigten. 

Berechnung der Fermentaktivitat: Als eine Fermenteinheit wird die- 
jenige Fermentmenge bezeichnet, welche unter den Bedingungen des Testes in 
100 Sek. 1 «Mol Substrat umzusetzen vermag. Den Berechnungen wurde ein molarer 
Extinktionskoeffizient fiir DPNH von ¢,4) = 6,22-10® cm?/Mol zu Grunde gelegt. 

. 7 . 7 7 72 
Jn einer gegebenen Fermentlésung sind insgesamt —= me: Vei/VEe 
Fermenteinheiten enthalten. Dabei bedeutet A log Jo/Z die in 100 Sek. bei 340 mu 
ineiner 1-cm-Kiivette gemessene Extinktionsinderung, Vr das Volumen der Test- 
lisung, V1 das Gesamtvolumen der Fermentlésung und V re das in der Testlésung 
enthaltene Teilvolumen der Fermentlésung. 

Bei den optischen Aldolase-Testen ist zu beachten, daB in Gegenwart von 
Triosephosphat-Isomerase beide Molekiile Triosephosphat weiter umgesetzt werden, 
pro Mol gespaltenem Hexosediphosphat also 2 Mol DPN reduziert bzw. DPNH 
oxydiert werden. 

Bei den Versuchen mit Ganzkeimen ist die Fermentaktivitat in Einheiten/ 
100 Keime angegeben. Bei den Versuchen mit Keimhalften wurde die Aktivitat 
aus methodischen Griinden auf den Stickstoffgehalt des Riickstandes (= ,,Dotter- 
Stickstoff**) bezogen. Der Gesamtstickstoffgehalt von 100 enthiillten Gastrulen mit 
einem Trockengewicht von 90 mg betragt 9,0 mg. 





Zusammenfassung 


Die Aktivitét der Glykolysefermente Aldolase und Milchsiure- 
Dehydrogenase wurde in verschiedenen Entwicklungsstadien von T'riton 
alpestris bestimmt. Sie steigt waihrend der friihembryonalen Entwicklung 
nur wenig an. In animalen und vegetativen Gastrulahilften ist die 
Aktivitit der Milchsiure-Dehydrogenase sehr ahnlich. Die Aldolase der 
Molchkeime wird wie die des Saiugetiermuskels durch Komplexbildner 
nicht gehemmt. 

Summary 

The activity of the glycolytic enzymes, aldolase and lactic acid de- 
hydrogenase, has been determined in different stages of development 
of Triturus alpestris. It rises only slightly during early embryonic develop- 
ment. In the animal and vegetative halves of the gastrula, the activity 
of the lactic acid dehydrogenase is very similar. The aldolase of the 
newt larvae, like that of mammalian muscle, is not inhibited by 
complexing agents. 

_ Priv.-Doz. Dr. Dr. H. Tiedemann, Heiligenberg Institut, Heiligenberg, Kreis 
Uberlingen, Bodensee. 


19 J, R. Gregg u. R. Ballentine, J. exp. Zoology 108, 143 [1948]. 
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Zum Stoffwechsel 
des Glucosamins in Ascites-Tumorzellen, I 


Der Crabtree-Effekt des Glucosamins 
Von 
Theodor Giinther und Helmut Greiling 


, Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitit Berlin, 
Direktor: Prof. Dr. Dr. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 1959) 


Crabtree beobachtete eine Abnahme des Sauerstoff-Verbrauchs von 
Tumorgewebsschnitten nach Zusatz von Glucose!. Auch bei Ascites. 
Tumorzellen kann die Atmung durch Glucose gehemmt werden?. Im 
folgenden zeigen wir, daB Glucosamin die Atmung von Ascites-Tumor. 
zellen ebenfalls vermindert. 


Material und Methioden 


Die Versuche haben wir mit dem Ehrlich-Ascites-Tumor-ELD Stockholm 
durchgefiihrt. Die Zellen wurden 2mal bei 0° mit Phosphat-Ringer-Lésung ge. 
waschen und anschlieBend in der gleichen Lésung suspendiert. 1 ml der Suspension 
enthielt 22 ul Ascites-Tumorzellen. 

Der Sauerstoff-Verbrauch wurde nach der direkten Methode von Warburg 
bei 37° in Gegenwart von Luft gemessen. 

Die Bestimmung der enzymatischen Phosphorylierung von Glucose, 
Glucosamin und \-Acetyl-glucosamin mit einem Extrakt aus dem Acetontrocken. 
pulver von Ascites-Tumorzellen erfolgte nach Colowick und Kalckar’*. Das nach 
Williams-Ashman? hergestellte Acetontrockenpulver wurde im Exsikkator bei 
—7° aufbewahrt. Zum Versuch haben wir davon 200 mg bei 0° im Potter-Elvehjem- 
Homogenisator mit 10 ml 0,005 m NaHCO,-Lésung 2 Min. homogenisiert. Das 
Homogenat wurde bei 0° und 5000 x g zentrifugiert und die iiberstehende Lisung 
verwendet. 

Zur Bestimmung der zeitlichen Aufnahme von Glucose, Glucosamin und 
N-Acetyl-glucosamin haben wir die Tumorzellen in Phosphat-Ringer-Lésung mit 
den entsprechenden Zuckern bei 37° unter Luft in KastengefaBen geschiittelt. 

Nach 15, 30 und 45 Min. wurden je 1,5 ml der Zellsuspension entnommen und 
bei 0° zentrifugiert. Im Uberstand wurden die Zucker nach Hagedorn und 
Jensen® bestimmt. 





1H. G. Crabtree, Biochem. J. 28, 536 [1929]. 

2? E. Kun, P. Talalay u. H.G. Williams-Ashman, Cancer Res. 11, 85i 
[1951]. 
3 8. P. Colowick u. H. M. Kalekar, J. biol. Chemistry 148, 117 [1943). 
4H. G. Williams-Ashman, Cancer Res. 13, 721 [1953]. 

5 H.C. Hagedorn u. B. Jensen, Biochem. Z. 185, 46 [1923]. 
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Ergebnisse 
I. BeeinfluBung der Atmung durch Glucose, Glucosamin 
und N-Acetyl-glucosamin 


Atmung von Ascites-Tumorzellen und ihre BeeinfluBung durch Glucose, Glucosamin 
md N-Acetyl-glucosamin. In jedem Versuchsansatz befanden sich 71 yl Zellen in 
3,2 ml Phosphat-Ringer-Lésung. 








Endkonzentration Atmung - 
eee mMol/I ul0,/Stde. x ul Zelle 
—_ _ 1,88 
DN aig tS Caer Si eit 10 0,94 
eA i 8) a a gD 5 0,96 
(OAT wk 8 ee es wee 10 1,02 
(IRAMMINA, kk iss sb ee 5 0,94 
y-Acetyl-glucosamin ....... 10 2,02 
aS core ig ely er a sens 5 
+@lucosamin . i 2... eee 5 1,00 
Co Sees ES eae ee ee ae 5 
+N-Acetyl-glucosamin ...... 5 1,00 
EBM oa oe ee 5 
+N-Acetyl-glucosamin ...... 5 1,08 








Die Tabelle zeigt, daB Glucosamin die Atmung in gleichem MaBe 
hemmt wie Glucose. Der Effekt ist im untersuchten Konzentrations- 
bereich unabhingig von der Konzentration des Zuckers. N-Acetyl- 
glucosamin zeigte diesen Effekt nicht. Die Atmung in Gegenwart von 
Y-Acetyl-glucosamin entspricht der endogenen Atmung. Der Sauerstoff- 
verbrauch wird durch gleichzeitigen Zusatz von Glucose und Glucosamin 
nicht stiirker vermindert als durch eine Komponente allein. Der Crabtree- 
Effekt der Glucose und des Glucosamins wird durch N-Acetyl-glucosamin 
nicht beeinfluBt. 


II. Die enzymatische Phosphorylierung von Glucose und 
Glucosamin durch einen Extrakt aus Ascites-Tumorzellen 


Glucosamin und Glucose werden durch ein Ferment in Ascites- 
Tumorzellen von ATP phosphoryliert (Abb. 1), N-Acetyl-glucosamin wird 
dagegen nicht umgesetzt. Es hemmt aber die Phosphorylierung von 
Glucose und Glucosamin. Glucosamin setzt die Phosphorylierungsrate 
von Glucose herab. 

Die Michaelis-Konstanten, nach Lineweaver und Burk® be- 
rechnet, betrugen: 

Glucose: Kx = 0,7 x 10-4 (Mol/l) 
Glucosamin: Ky = 2,3 x 10-4 (Mol/l) 





6 H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 686 [1934]. 
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Abb. 1. Enzymatische Phosphorylierung von Glucose, Glucosamin und N-Acetyl- 

glucosamin. Im 2 ml Ansatz befanden sich: 0,4 ml Extrakt aus 8 mg Aceton.| 

trockenpulver. Endkonzentrationen: Die Zucker jeweils 0,0025 m, NaHCO, 0,03 m,} 

KF 0,015 m, MgCl, 0,005 m, ATPNa, 0,002 m. G = Glucose, GA = Glucosamin, 
AGA = N-Acetyl-glucosamin. 


Ill. Aufnahme von Glucose, Glucosamin und N-Acetyl- 
glucosamin durch Ascites-Tumorzellen 





Da N-Acetyl-glucosamin den Crabtree-Effekt von Glucosamin und 
Glucose nicht hemmte, sich aber als Inhibitor der Glucosamin- und 
Glucosephosphorylierung erwies, haben wir die Resorption von Glucose, 
Glucosamin und N-Acety]-glucosamin untersucht. 

Abb. 2 zeigt, daB Glucose und Glucosamin mit gleicher Geschwindig. 
keit von der Tumorzelle aufgenommen werden; N-Acetyl-glucosamin 
wird dagegen nicht resorbiert. 
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Abb. 2. Resorption von Glucose (G), Glucosamin (GA) und N-Acetyl-glucosamin 
(AGA) durch Ascites-Tumorzellen. Im Versuchsansatz waren pro ml Phosphat- 
Ringer-Lésung 69 ul Ascites-Tumorzellen und je 0,01 mMol des Zuckers. 
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Diskussion 


Zwischen Phosphorylierbarkéit und Atmungshemmung scheint eine 
Beziehung zu bestehen. Glucose und Glucosamin werden von Ascites- 
Tumorzellen phosphoryliert und hemmen deren Atmung. In gleicher 
) Weise zeigen auch Mannose, Fructose und 2-Desoxy-glucose, von denen 
‘bekannt ist, daB sie von Hexokinase und ATP phosphoryliert werden, 
den Crabtree-Effekt’:*. N-Acetyl-glucosamin hat keinen EinfluB auf die 
Atmung und wird auch nicht enzymatisch phosphoryliert. Wir hatten 
‘erwartet, daB diese Substanz als Inhibitor der Hexokinase den Crabtree- 
\Effekt vermindert. Diese Wirkung blieb aber aus. N-Acetyl-glucosamin 
wird nimlich von Ascites-Tumorzellen nicht resorbiert. 

Neuerdings wurde angegeben, daB N-Acetyl-glucosamin das Wachs- 
tum von Ascites-Tumorzellen hemmt?. Da es in vitro nicht in die Ascites- 
Tumorzellen gelangt und auch die Resorption von Glucose bzw. Glucos- 
‘amin nicht beeinfluBt!®, kann man sich seine cytostatische Wirkung nicht 
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Die Aufnahme von Glucose und Glucosamin durch Ascites-Tumor- 
zellen erfolgt mit gleicher Geschwindigkeit. Da jedoch Glucosamin mit 
Phosphat langsamer verestert wird als Glucose, kann die Hexokinase- 
reaktion nicht geschwindigkeitsbestimmender Faktor bei der Resorption 
von Glucosamin sein. 


Welche Bedeutung hat das Glucosamin im Stoffwechsel der Ascites- 
Tumorzelle ? 


Fermente, welche Glucosamin phosphorylieren, sind seit lingerer 
Zeit bekannt. Harpur und Quastel" fanden, da Glucosamin von der 
Hexokinase aus Gehirn zu Glucosamin-6-phosphat umgesetzt wird. N- 
Acetyl-glucosamin wurde von diesem Ferment nicht phosphoryliert. Da- 
gegen wird Glucosamin-6-phosphat zu N-Acetyl-glucosamin-6-phosphat 
acetyliert!?. Diese Verbindung kann Intermediirprodukt bei der Bio- 
synthese von Mucopolysacchariden, z. B. der Hyaluronsiiure, sein. Wie 
iwir fanden, gibt die Ascites-Tumorzelle Hyaluronsiiure an die Ascites- 
flissigkeit ab. 

7M. Brin u. R. W. McKee, Cancer Res. 16, 364 [1956]. 

* K.H. Ibsen, E.L.Coe u. R.W.McKee, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 30, 384 [1958]. 

9 H. A. v. Schweinitz, J. Lindner u. G. Freytag, Klin. Wschr. 37, 610 
[1959]. 

10 R. K. Crane, 3. Internat. Congr. Biochem., Abstracts of Communs. 108 
(Brussels, Belgium, August 1955). 

1 R. P. Harpur u. J. H. Quastel, Nature [London] 164, 693 [1949]. 

2 E. A. Davidson, H. J. Blumenthal u. 8. Roseman, J. biol. Chemistry 
226, 125 [1957]. 
8H. Greiling u. Th. Giinther, unver6ffentlicht. 
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Zusammenfassung 













Glucosamin hemmt die Atmung von Ascites-Tumorzellen, N- Acetyl. 
glucosamin zeigt diesen Effekt nicht. Glucosamin w ird von einem Enzym 
aus Ascites-Tumorzellen phosphoryliert (Ky = 2,3 - 10-4 Mol//), VY. 
Acetyl-glucosamin dagegen nicht. U 
Glucose und Glucosamin werden von Ascites-Tumorzellen mit wy 
gleicher Geschwindigkeit aufgenommen. V-Acetyl-glucosamin wird nicht 
resorbiert. 
Summary 


The respiration of ascites tumour cells is inhibited by glucosamine. 
but not by .-acetyl-glucosamine. Glucosamine, but not N-acetyl. 
glucosamine, is phosphory lated by an enzyme from ascites tumour cell 
(Ky = 2.3 x 10-4 Mol/l). 

Glucose and glucosamine are taken up by ascites tumour cells at an 
equal rate. N-acetyl-glucosamine is not taken up. 


Dr. Theodor Giinther, Physiologisch-Chemisches Institut der Freien Uni. Fin 
versitat, Rerlin-Dahlem, Lentzeallee 75. 
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Uber die Kinetik des Stoffwechsels von Cortison, Prednison 
und 9a-Fluor-hydrocoriison bei der Rattenleberperfusion 


Von 
Herbert Sechriefers und Wolfgang Korus 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitét Bonn 
Direktor: Prof. Dr. Dr. W. Dirscherl 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Dezember 1959) 


Frau Professor Dr. M. Rohdewald zum 60. Geburtstag 


Das Studium des Stoffwechsels der Steroide beschriinkte sich bisher 
auf den Nachweis, die Isolierung und Identifizierung von Metaboliten. 
Fir die Beurteilung des Steroidhaushaltes ist jedoch die Erfassung der 
meist unwirksamen Umwandlungsprodukte von geringerer Bedeutung 
als die Kenntnis der Umwandlungsrate. Diese ist aber weitgehend ab- 
hingig von der Stoffwechselaktivitat der Leber, der damit, wenn nicht 
die Funktion eines allgemeinen Regulators im Hormonhaushalt, so doch 
wenigstens die eines Gegenspielers zu den endokrinen Driisen zuge- 
schrieben werden muB. Denn die Hormonkonzentration, die zu einem 
gegebenen Zeitpunkt im Blut vorliegt, wird durch die biogenetische und 
sekretorische Aktivitit der endokrinen Driisen ebenso bestimmt wie durch 
die Stoffwechselaktivitat der Leber. 

Die Steroidstoffwechselaktivitit der Leber ist abhiingig von endo- 
genen (Schilddriisenfunktion!, Sexualstatus?) und exogenen (Stressbe- 
dingungen*, Antirheumatica*) Faktoren, die somit Einflu8 auf das endo- 
krine Gleichgewicht nehmen kénnen. 

Zur intensiveren Bearbeitung solcher und ahnlicher Beziehungen 
haben wir deshalb in Perfusionsversuchen mit Cortison, Prednison und 
9x-Fluor-hydrocortison an Lebern normaler Ratten einige Stoffwechsel- 
gréBen zu erfassen gesucht: Ausmaf des Gesamtumsatzes, die Ge- 
schwindigkeit, mit der einzelne Reaktionen am Steroidmolekiil ablaufen 
und die zeitliche Folge des Auftretens von Stoffwechselprodukten. 


1 J. McGuire u. G. Tomkins, Nature [London] 182, 261 [1958]; J. biol. 
Chemistry 284, 791 [1959]. 

* H. J. Hiibener u. D. Amelung, diese Z. 293, 137 [1953]; F. E. Yates, 
A. L. Herbstu. J. Urquhart, Endocrinology 68, 887 [1958]; R. C. Troop, ebenda 
64, 671 [1959]. 

3 L. Bonomo, M. Perrini, M. Leonardi u. R. Ferrarra, Folia allergol. 
1, 249 [1954]; ebenda 1, 378 [1954]; Fisiol. e Med. 18, 179 [1954]. 

4 H. Kersten u. Hj. Staudinger, Klin. Wschr. 34, 523 [1956]; W. Korus, 
H.Schriefersu. W. Dirscherl, Arzneimittel-Forsch. 6, 596 [1956]; W. Dirscherl 
u. L. Lutzmann, ebenda 9, 659 [1959]; L. Lutzmann u. W. Dirscherl, Acta 
endocrinol., im Druck. 
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weil sie in ihrer Leistungsfahigkeit und im Aussagewert der mit ihr ge. 
wonnenen Ergebnisse den physiologischen Verhiltnissen naiher kommt 
als die Versuche mit Organschnitten, Homogenaten oder Zellfraktionep, 
wie sie in den oben zitierten Arbeiten angewendet wurden. 

Die Untersuchung des Stoffwechsels von Prednison und 9«-Fluor. 
hydrocortison ist als Fortfiihrung einer friiheren Arbeit® zu verstehep, 
Es galt naimlich festzustellen, ob sich die in jenen Versuchen an Leber. 
schnitten gefundenen, im Vergleich zu Cortison deutlich kleineren Abbau. 
raten, die zum Teil die iiberlegene therapeutische Wirkung dieser Steroide 
erkliren kénnten, auch am intakten Organ nachweisen lassen. 


Methodik 


Als Versuchstiere dienten erwachsene mannliche Wistar-Ratten (180—220 g), 
die das Standardfutter des Zentralinstitutes fiir Versuchstierzucht in Hannover in 
Form von 2 ,,Pellets** je Tier und je Tag, dazu Trinkwasser ad libitum erhielten. 
Organpraparation: 30 Min. vor der Tétung durch Dekapitation wurden den 
Tieren 10 mg Heparin in 1 m/l Perfusionsmedium intramuskular verabreicht. Die 
Praparation bestand aus folgenden Schritten: Eréffnung von Bauch-, Brusthdhle 
und rechtem Herzen, Einfiihrung eines Polyathylenkatheters (lichter Durchmesser 
0,5 mm) durch den rechten Vorhof in die Vena cava inferior bis vor die Einmiindung 
der Vena. hepatica und Einbinden des Katheters, gleichzeitige Anlegung einer 
Ligatur an der Vena cava unterhalb der Leber, jedoch oberhalb der Einmiindung 
der Vena renalis dextra. 

AnschlieBend wurde die Leber mit 10—20 ml heparinisiertem Perfusions. 
medium (1 mg Heparin/20 ml Medium) durchspiilt, sodann freiprapariert und an die 
Perfusionsapparatur angeschlossen. 

Die Durchstrémung erfolgt von der Leber. 
vene her. Diese retrograde Perfusion, 1953 erst- 
malig von Hechter und Mitarbeitern fiir Ratten. 
leber® und Rindernebennieren’ angewendet, bietet 
nach den Angaben dieser Autoren vom stoff- 
wechselphysiologischen Standpunkt her keine 
Nachteile gegeniiber der bei kleinen Organen tech- 
| nisch nicht durchfiihrbaren orthograden. 
Perfusionsapparatur: Der Arterialisator 
—“T in der einfachen, fiir unsere speziellen Zwecke 
konstruierten Apparatur (Abb. 1) wurde in Anleb- 
nung an das von Hooker® angegebene Modell ge- 
baut. In ihm wird das auf eine rotierende Scheibe 


Perfusions - 
apparatur 

















Abb. 1. Perfusionsapparatur. V = Vorratsgefab. 
R = Riihrmotor, A = Arterialisator, O = Organ- 
kammer. 








. R. Hooker, Amer. J. Physiol. 88, 201 [1915]. 
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Die Methode der Durchstrémung des intakten Organs wihlten wir, 
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auftropfende Perfusionsmedium gegen die Wand geschleudert und lauft dort als 
Flissigkeitsfilm ab, gegen den standig ein Gemisch von 95% O, und 5% CO, 
geblasen wird. Auf diese Weise erfolgt eine Arterialisierung, ohne daB es im Per- 
fusionsmedium zur Schaumbildung und damit im Organ zu Luftembolien kommt. 
Aus dem Arterialisator flie8t das Medium unter einem konstanten hydrostatischen 
Druck von 40—50 Torr dem in der feuchten Organkammer freihangenden Organ zu. 

Organpraparation und Perfusion erfolgten in einem temperaturkonstanten 
Raum bei 38°. 

Das Perfusionsmedium entspricht dem von Rosenfeld® angegebenen. 
(CaCl, wurde nicht zugesetzt, da es zu Niederschlagsbildungen fiihrte. 

Hormone: Cortison*, Prednison* und 9«-Fluor-hydrocortison-acetat** 
wurden in einer Konzentration von ungefahr 100 ug/ml ohne Zusatze im Perfusions- 
medium (500 ml) echt gelést. 

Durchfiihrung des Perfusionsversuches: Der Durchspiilung des an die 
Perfusionsapparatur angeschlossenen Organs mit 100—200 ml hormonfreiem Per- 
fusionsmedium folgte unmittelbar der erste Durchgang mit hormonhaltigem, mit 
dessen Hintritt ins Organ der Zeitpunkt ¢ = 0 markiert ist. Von der Tétung des 
Tieres bis zu diesem Zeitpunkt waren insgesamt 17—28 Min. vergangen. Das aus- 
stromende Medium wurde in MeBzylindern aufgefangen, und Volumen und Zeit 
wurden in der Mitte (nach Passage der ersten Halfte des Mediums) und am Ende 
jeles Durchganges registriert. Zu diesen Zeitpunkten wurden Proben von jeweils 
10,0 m/ entnommen. 

Um die einzelnen Durchgange scharf voneinander getrennt zu halten, wurde 
der aufgefangenen und anschlieBend ins VorratsgefaB zuriickbeférderten Durch- 
stromungsfliissigkeit erst dann aufs neue der Weg in den Arterialisator freigegeben, 
wenn der letzte Rest des vorigen Durchganges gerade eben in das Organ eintrat. 
Nach diesem Prinzip wurde die Leber meist in 10 Durchgangen perfundiert. Der 
nach Beendigung des letzten Durchganges verbliebene Perfusatrest wurde zur 
Untersuchung auf Metaboliten in toto aufgearbeitet. 

Von der Vollstandigkeit der Durchstrémung iiberzeugten wir uns durch an- 
schlieBende Injektion einer Nachtblaulésung (20 ml, 0,05proz.). Gelegentlich vor- 
kommende, nichtdurchstrémte kleine Randbezirke, die als Aussparungen in der 
sonst homogenen Blaufarbung des Organs hervortreten, wurden vor der Trocken- 
gewichtsbestimmung herausgeschnitten. 

Extraktion: Die im Verlauf der Perfusion entnommenen Proben wurden in 
Schliffzentrifugenglasern dreimal mit dem gleichen Volumen Ather/Chloroform 3:1 
3 Min. extrahiert, danach zentrifugiert, die oberen Phasen mittels Saugpipette ab- 
gehoben und in Kélbchen im Eindampfgerat (Zimmertemperatur, Wasserstrahlvak.) 
zur Trockne gebracht. Zwei Proben, dem Durchstrémungsmedium zur Zeit t = 0 
enthommen, wurden zur Bestimmung der Ausgangskonzentration an Hormon in 
der gleichen Weise behandelt. 

Verarbeitung der Extrakttrockenriickstande: Der Trockenriickstand 
wurde in 10,0 m/ Methanol (p. a. Merck) aufgenommen. In 1,0 m/ dieser Lésung 
wurden mittels UV-Spektrophotometrie (220—250 my) die Gesamt-A*-3-Keto- 
steroide (44-3-KS), im Trockenriickstand von 2,0 m/ mit der Triphenyltetrazolium- 
chlorid-(TTC-) Reaktion?® die Gesamt-a-Ketole quantitativ bestimmt. Der Riick- 
stand von weiteren 6,0 ml wurde zur Papierchromatographie im System Propylen- 
glykol/Toluol auf 5 cm breite Papierstreifen (Schleicher & Schiill 2043b, 96 Stdn. 








® G. Rosenfeld, Endocrinology 56, 649 [1955]. 

10 H. Schriefers u. W. Korus, Naturwissenschaften 43, 517 [1956]. 

1 R. B. Burton, A. Zaffaroni u. E.H. Keutmann, J. biol. Chemistry 
188, 370 [1952]. 

* Herrn Prof. Dr. G. Ehrhart, Farbwerke Hoechst AG, Frankfurt am Main, 
danken wir fiir die Uberlassung von Versuchsmengen. 

** Herrn Prof. Dr. Kraft, Knoll AG, Ludwigshafen/Rhein, danken wir fiir 
das Praparat. 
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mit Methanol bei Zimmertemperatur gewaschen) strichformig aufgetragen und bei 
25° absteigend (120 Stdn.) aufgetrennt. Den 10 oder 20 Zeitpunkten eines Versuches 


entsprechen 10 oder 20 Chromatogramme. Die durch Kontaktphotographiec!? auf , 


den Chromatogrammen dargestellten Substanzbander wurden mit Methanol cluiert 
und die Eluatriicksténde durch UV-Spektrophotometrie und TTC-Reaktion unter 
Beriicksichtigung der den Substanzbandern entsprechenden Papierleerwerte quanti. 
tativ analysiert. 


Ergebnisse 


Bei Organ-Frischgewichten zwischen 6,9 und 12,9 g (Relation 1:1,87) lagen 


die DurchfluBgeschwindigkeiten zwischen 31,5 und 65,8 ml/Min. (Relation 1 : 2,09). 
Es besteht somit zwar eine bemerkenswerte Parallelitat in den Schwankungsbreiten 
beider Gr6Ben, jedoch keine Konstanz fiir dasVerhaltnis von DurchfluBgeschwindig. 
keit und Organgewicht in jedem Einzelfall; denn die auf die Gewichtseinheit 
bezogenen DurchfluBgeschwindigkeiten (m//Min./g) weisen bis zu + 20°, Ab. 
weichung vom Mittelwert 5,6 auf. 


Tab. 1. Leistungsfahigkeit der perfundierten Rattenleber im Umsatz von (,,. 














Steroiden. 
Angebot im Umgesetzt nach 5 Durchgangen 
Substrat 1. Durchgang (mg/g) a 
49K y 
(mg/g) At-3-KS a-Ketole iheried 
7,35 6,66 2,61 
Cortison . 6,80 2,99 is 3,40 
3,53 1,67 1,24 2,02 
5,53 1,58 1,74 3,15 
Prednison 4,76 1,47 1,55 2,70 
4,60 1,82 1,64 2,78 
Fluor-hydrocortison- 4,66 1,25 1,25 
acetat 6,70 2,11 2,11 2,86 














Einen Begriff von der Leistungsfihigkeit der perfundierten Ratten- 
leber im Stoffwechsel der C,,-Steroide gibt Tab. 1; ein detailliertes Bild 
vom Stoffwechselverlauf erhailt man jedoch erst mit den Zeitkurven 
(Abb. 2a, ¢ und e). 

Diese Zeitkurven zeigen in allen untersuchten Teilreaktionen 
(Hydrierung in Ring A, Reduktion in der Seitenkette und ,,Totalschwund“ 
an papierchromatographisch identifiziertem Steroid) einen gleichsinnigen 
Verlauf: das starke Absinken der Substratkonzentration im ersten Durch- 
gang und den sich daran anschliefenden, bis zum Versuchsende linearen 
Kurvenabschnitt mit geringerer Neigung zur Abszisse. Das der Leber an- 
gebotene Substrat verschwindet mit zuniichst sehr groBer und spiiter 
relativ kleiner, aber konstanter Geschwindigkeit. 

Wie aus Tab. 2 ersichtlich, geht nur ein kleiner Teil des Substrat- 
schwundes im ersten Durchgang zu Lasten einer Substratverdiinnung. 
Sie wird dadurch herbeigefiihrt, daB zu Beginn des ersten Durchganges 
mit hormonhaltigem Medium die Apparatur im Verbindungsteil zwischen 


12 T. E. Bush. Biochem. J. 50. 370 [1952]. 
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2 Abb. 2. Zeitkurven des Stoffwechsels von Cortison (a und b), Prednison (c und d) 


und 9«-Fluor-hydrocortison-acetat(e). Bestimmt wurden jeweils die Gesamt-A?- 
3-Ketosteroide (@), die «-Ketole (@) und das unveranderte Steroid (0). 

















8 a) Cortisonkonzentration zur Zeit t = 0: 91 ug/ml; DurchfluBgeschwindigkeit: 
— | 4,7—4,8 ml/Min./g; Leberfrischgewicht: 12,9 g. 
6 |b) Entstehung von Hydrocortison im gleichen Versuch. 

c) Prednisonkonzentration zur Zeit t = 0: 91 ug/ml; DurchfluBgeschwindigkeit : 

5,6—6,1 ml/Min./g; Leberfrischgewicht: 9,9 g. 

utten- | 4) Entstehung von Metaboliten bei der Perfusion mit Prednison. I: Substanz- 
s Bild komplex I; II: hauptsaichlich Hydrocortison und Prednisolon; IV: Cortison. 
urven Die Kurven II und IV entstammen dem Versuch der Abb. 2c, die Kurven I einem 

zweiten Perfusionsversuch mit ebenfalls 10 Durchgangen, jedoch kleinerer Durch- 
somtib fluBgeschwindigkeit. 
und" e) 9x-Fluor-hydrocortison-acetat-Konzentration zur Zeit t = 0: 91 ug/ml; Durch- 
= fluBgeschwindigkeit: 4,5—5,1 ml/Min./g; Leberfrischgewicht: 6,9 g. 
nigen 
urch- | Tab.2. GroBe des Anteils der Substratverdiinnung am Substratschwund im 
earen 1. Durchgang. Steroidkonz. zur Zeit t = 0: 91 ug/ml. Alle Angaben in pg/ml. 
or an- 
piiter Substratschwund nach d. 1. Durchgang | Anteil der 

Ausgangs- Substrat- 
4 

—y 4'-3-KS «-Ketole material* |verdiinnung** 
nung. — Cortison....... 24,0 20,5 32,5 4,5 
anges Prednison ...... 20,5 19,0 40,0 4,0 
schen Fluor-hydrocortison . . 23,0 23,0 35,5 3,5 





* Papierchromatographisch identifiziert. 
** Restvolumen (nicht Steroid-haltig) zu Beginn des 1. Durchganges in Apparatur und Organ: 
14 + 0,78 2 ml; « = Leberfrischgewicht in g. 


16* 
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Arterialisator und Organ, aber auch das Organ selbst noch einen Rest 
vom Perfusions-Vorlauf enthalten. Dieses Restvolumen kann in jedem 
Falle mit ausreichender Genauigkeit ermittelt werden. 

Die Umsatzgeschwindigkeit im ersten Durchgang unterscheidet sich 
nicht nur durch ihre GréBe von der in den iibrigen Durchgingen, sondern 
auch durch ihre Inkonstanz. Dies lit sich durch folgende Versuchs. 
anordnung demonstrieren: 


Eine Rattenleber wird in einem einzigen Durchgang mit 1000 ml prednison. 
haltigem Perfusat (95 ug/ml) durchstrémt und die Umsatzgeschwindigkeit 
(ug/Min./g) fiir A4-3-Ketosteroide und «-Ketole zu zehn verschiedenen Zeiten 
gemessen. 

Es stellte sich heraus, daB der Umsatz seinen Héchstwert in den 


ersten Minuten hat und sich schlieBlich, noch innerhalb des ersten Durch. 


| aca 


ef 6 9 12 15 


' 
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Abb. 3. Umsatzgeschwindigkeit von Hydrierung in Ring A und Seitenkette in Ab- 

hangigkeit von der Zeit wahrend des ersten Durchganges bei der Perfusion mit 

Prednison. Leberfrischgewicht: 8,9g; Substratkonzentration zur Zeit t = 0: 

95 ug/ml; DurchfluBgeschwindigkeit: 7,1—8,2 ml/Min./g. Mittelwerte aus UV- 

Spektrophotometrie und TTC-Reaktion, durchschnittliche Abweichung vom Mittel- 

wert + 3,8%; bei Festlegung des Ausgangswertes wurde der Verdiinnungsgrad 
rechnerisch beriicksichtigt. 


ganges, auf einen kleineren, konstanten Endwert einstellt (Abb. 3; der 
Verdiinnungsgrad wurde bei Festlegung des Ausgangswertes der Kurve 
rechnerisch beriicksichtigt). 

Auch wenn man, wie iiblich, das Perfusat des ersten Durchganges 
in nur zwei Fraktionen (2 x 250 m/) auffingt, erhalt man eine erste 
Fraktion mit geringer und eine zweite mit héherer Steroidkonzentration. 
In allen folgenden Durchgangen herrscht in der ersten Fraktion eines 
jeden Durchganges die gleiche Steroidkonzentration wie in der zweiten, 
eben weil die Umsatzgeschwindigkeit konstant ist. Zur besseren Uber- 
sichtlichkeit sind in den Abb. 2a, c und e fiir den ersten Durchgang, aber 
auch fiir die iibrigen Durchginge nur die jeweiligen Mittelwerte der 
Steroidkonzentrationen der ersten und zweiten Fraktionen dargestellt. 

Bei niherer Betrachtung der Umsatzgeschwindigkeiten (Tab. 3) 
kommt man zu folgenden Feststellungen : 
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Rest © Tab. 3. Umsatzgeschwindigkeiten in verschiedenen Teilprozessen zu verschiedenen 
edem Versuchszeiten bei der Durchstrémung von Rattenlebern mit Cortison, Prednison 
und 9«-Fluor-hydrocortison-acetat. Bei den Werten fiir die initiale Umsatz- 


























. geschwindigkeit ist der durch die initiale Substratverdiinnung verursachte Substrat- 
t sich schwund rechnerisch beriicksichtigt. 
ndern 
suchs. Substrat- ; Umsatz- 
moe Durch- | Zeitintervall Umsatz in yg/Min./g Relation 
nison- ie gang (Min.) A4-3-KS/ 
ee: t+=0 Ausgangs- 
ligkeit ; A!.3-KS | «-Ketole : a-Ketole 
Zeiten (ug/Min./g) material 
Cortison 
1 den 345 1. 0—9 107 
urch- 3.—5. 16—37 23,8 
550 1. 0—12 59,0 34,0 118,0 
2.—5. 13—46 39,5 23,7 36,3 1,67 
438 8 0—4 110 86,0 144,0 
l. 5—8 76,5 67, 124,0 
2.—10. 9—64 24,2 14,5 25,0 1,67 
Prednison 
570 q o—4 88,0 62,6 | 225,0 
1. 5—8 44,0 38,5 188,0 
2.—10. 9—70 19,4 20,0 22,7 0,97 
555 1. 0—4 128,0 128,0 226,0 
1. 5—8 76,0 67,0 202,0 
2.—10. 9—68 20,6 20,9 23,4 0,98 
702 1. 0—1,5 88,0 88,0 
1. 1,5—3 69,5 69,5 
Ab 1. 14—15 56,0 56,0 1,00 
vee 580 1. 0—19 75,0 110 218 
= 2.—6. 20—97 17,3 14,8 21,6 1,17 
UV. Fluor-hydrocortison-acetat 
fittel- 524 1. 0—4 162,0 162,0 
sgrad 1. 5—7 62,0 62,0 
3.—10. 15—73 1,45 1,45 1,00 
464 1. 0—6 132,0 132,0 224,0 
1. 7—12 59,0 59,0 102,0 
; der 3.—10. 25—119 2,27 2,27 1,72 1,00 
urve 
Unter unseren Versuchsbedingungen ist die Umsatzgeschwindigkeit 
wail unabhingig vom Substratangebot. 
mir Im ersten Durchgang ist der Umsatz der A4-3-Keto-Gruppierung und 
tion x-Ketol-Seitenkette kleiner als der des eingesetzten Substrates. Folglich 
int hat ein entsprechender Teil der Metaboliten noch die typische Konsti- 
sdk tution in Ring A und Seitenkette. Diese Unterschiede sind jenseits des 
lal ersten Durchganges weitgehend ausgeglichen. 
she Im linearen Abschnitt der Zeitkurve hat Fluor-hydrocortison einen 
der | %™ mehr als eine Zehnerpotenz kleineren Umsatz als Cortison und Pred- 
-ellt nison. Dies betrifft sowohl die Reduktionsvorgiinge in Ring A und Seiten- 
,. | kette als auch den ,,Totalschwund“ dieses Steroids. Dabei verliuft die 
b. 3) Esterspaltung des Fluor-hydrocortison-acetates sehr schnell; denn bereits 
nach 6 Min. sind nur noch Spuren des Acetates nachweisbar. 
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Das Verhiltnis der Geschwindigkeiten der Hydrierung in Ring 4” 
und der Hydrierung an C,, ist beim Cortison gréBer als bei Prednison und © 


Fluor-hydrocortison (Tab. 3, letzte Spalte). Dariiber hinaus bestchep 


keine quantitativen Unterschiede im Stoffwechsel von Cortison und 


Prednison. 
Parallel zum Substratumsatz laBt sich auch das Auftreten von Stoff. 


wechselprodukten in Abhingigkeit von der Zeit quantitativ verfolgen, — 












N 


Ein einfaches Beispiel, die Entstehung von Hydrocortison im Verlauf der 


Durchstrémung mit Cortison, ist in Abb. 2b wiedergegeben. 


Ein in Hinsicht auf seine Stoffwechselprodukte interessanteres und — ; 


kaum bhearbeitetes Untersuchungsobjekt ist Prednison. Die Papier. 
chromatogramme der Extraktriickstiinde aus den Perfusatproben der 
einzelnen Durchgiinge zeigten vier UV-absorbierende Substanzbiinder 
(I—IV), die bereits innerhalb des ersten Durchganges, also nach einer 
Perfusionszeit von nur wenigen Minuten, in Erscheinung traten (Abb. 24). 


Wanderungsgeschwindigkeit in em/24 Stdn. 
(Propylenglykol/Toluol) 
I 0,1 III 2,0—2,5 
II 0,5—0,7 IV 2,7-—3,4 
In den ersten Minuten liuft die Bildung von IV der Bildung der 
anderen Metaboliten voraus. Die Substanz erreicht ein Konzentrations. 
maximum und unterliegt dann einem schnellen Umsatz. 


I und II sind Substanzgemische, die beide mehr A4-3-Ketosteroide | 


als x-Ketole enthalten; die Konzentration an I steigt nur sehr langsam, 
die Konzentration an IT jedoch mit bemerkenswerter Geschwindigkeit an. 
Substanz IIT ist Prednison; sein Verhalten wihrend der Perfusion wurde 
bereits besprochen (s. Abb. 2c). 

Wie bereits vorliufig mitgeteilt!*, konnten isoliert und identifiziert 
werden: 

Substanz IV als Cortison, aus Substanzgemisch II Hydrocortison 
und Prednisolon, aus Substanzgemisch I ein A14-3-Ketosteroid mit Di- 
hydroxyaceton-Gruppierung, einem Carbonylsauerstoff an C,, und wahr. 
scheinlich einer weiteren Sauerstoffunktion im Ringsystem. 

AbschlieBend sei noch die Bilanz der Gesamt-/4-3-Ketosteroide von 
zwei Durchstrémungsversuchen mit Prednison aufgestellt. Danach ent- 
halt das Perfusionsmedium nach zehn Durchgiingen an A!-3-Keto- 
steroiden noch 36 bzw. 47 ug/ml. Davon entfallen auf: 


Substanz III (Prednison) ... ........0.208808 8s 14 bzw. 22 ug 
Substanz IV (Cortison)......: 2... 2 eu wee wae 0,8 baw. 2 yg 
Substanzgemisch IT (hauptsichlich Hydrocortison u. Prednisolon) 10 bzw. 11 yg 
SUD MUNMPMOMIRON A Fk se eg ee ew ee 8 ~ 2 ug 


Die Gesamtmenge der 44-3-Ketosteroide setzt sich demnach zu 
75—80% aus dem noch verbliebenen Substrat Prednison und den ge- 
nannten Umwandlungsprodukten zusammen. 


1B H. Schriefers. Naturwissenschaften 46, 559 [1959]. 
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Diskussion 

Bisher wurde bei der Leberperfusion stets mit einem geschlossenen 
System gearbeitet®!*, in dem sich die Substratkonzentration von Beginn 
an infolge der stindigen Durchmischung des im VorratsgefaB befindlichen 
Mediums mit dem aus dem Organ austretenden in unkontrollierbarer 
Weise ‘indert. Ohne die Kinetik des Stoffwechsels von Cortison zu ana- 
lysieren, konnten Hechter, Solomon und Caspi® bei ihren Durch- 
strémungen im geschlossenen System doch bereits zwei Phinomene be- 





As 


' im ersten Durchgang, bedeutend herabgesetzte (4—22 ug/Min./g), wenn 
sie zu einem spateren Zeitpunkt untersuchten. Man vergleiche diese Werte 
mit den entsprechenden Daten fiir die Cortison-Versuche in Tab. 3. 

Der Forderung nach der genauen Aufnahme von Zeitkurven fiir die 
gesamte Dauer der Perfusion lie sich durch unsere Versuchsanordnung 
sehr einfach nachkommen; denn das offene System erméglicht eine 
saubere Trennung der einzelnen Durchgiinge voneinander. Unter diesen 
Umstiinden ist die Substratkonzentration in dem aus dem Organ 
stromenden Medium die fiir den Umsatz im nichsten Durchgang mab- 
gebliche. So laBt sich nicht nur die GréBe des Gesamtumsatzes innerhalb 
der Beobachtungszeit ermitteln, sondern auch feststellen, ob und welchen 
Anderungen der Umsatz zu verschiedenen Zeitpunkten unterliegt. 

Gegen die Annahme, dem schnellen Substratschwund im ersten 
Durchgang liege eine Akkumulation von Steroid im Organ zugrunde, 
sprechen gewichtige Indizien: Der Schwund an papierchromatographisch 
identifiziertem Substrat ist in den ersten Minuten stets gréBer als der 
Konzentrationsabfall an A*-3-Ketosteroid und «-Ketol. Damit in Ein- 
klang steht die Tatsache, daB sich zu diesem Zeitpunkt papierchromato- 
graphisch bereits Metaboliten mit intaktem Ring A und intakter Seiten- 
kette nachweisen lassen. Wenn eine Retention von C,,-Steroiden im 
Lebergewebe iiberhaupt stattfindet, so kann sie auf jeden Fall nicht 


_ gréfer sein als der Schwund an A4-3-Ketosteroiden bzw. «-Ketolen unter 


Beriicksichtigung des Verdiinnungseffektes und der im linearen Zeit- 
kurvenabschnitt herrschenden Umsatzrate. Im iibrigen fanden weder 
Caspi und Hechter! bei der Durchstrémung von Rattenlebern mit 
Hydrocortison-[4-44C], noch Hechter und Mitarbeiter!* bei der Infusion 
von Cortison- und Hydrocortison-[4-!C] in die Vena portae von Hunden 
einen Anhaltspunkt fiir eine Retention von “C-Aktivitit in den aufge- 
arbeiteten Organen. Somit ist der schnelle Substratschwund im ersten 
Durchgang als Ausdruck eines echten Steroid-Umsatzes aufzufassen. 

14K. Caspi, H. Levy u. O. M. Hechter, Arch. Biochem. Biophysics 45, 169 
[1953]; E. Caspi u. O. Hechter, ebenda 52, 478 [1954]; 61, 299 [1956]; L. R. 
Axelrod u. L. L. Miller, ebenda 49, 248 [1954]; 60, 373 [1956]; E. D. Robbins, 
St.D. Burton, S.O. Byers, M. Friedman, Sh. St.George u. T. Ishida, J. 
clin. Endocrinol. Metabol. 17, 111 [1957]. 

15 KE. Caspiu. O. Hechter, Arch. Biochem. Biophysics 61, 299 [1956]. 

16 OQ. M. Hechter, E. Frank, E.Caspi u. H. Frank, Endocrinology 60, 
705 [1957]. 
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Die Tatsache, daB sich die Umsatzgeschwindigkeit innerhalb der 
ersten Minuten von einem hohen Ausgangswert auf einen kleineren, 
konstanten Endwert einstellt, kann folgendermaBen erklirt werden: Bei 
der Durchstrémung gelangt das Substrat sehr schnell an alle steroid. 
stoffwechsel-aktiven Zentren der Zelle, es kommt fast augenblicklich zy 
einer Substratsittigung der beteiligten Enzyme und damit auch sofort 
zur Entfaltung der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit. Die Reaktions. 
geschwindigkeit geht aber dann in dem MaBe zuriick, wie sich Reaktions. 
produkte anhiufen. SchlieBlich wird ein Zustand erreicht, in dem nach 
MaBgabe der Gleichgewichtslagen bei den einzelnen Enzymreaktionen die 
Zelle nur noch so viel Substrat umsetzt, wie an Reaktionsprodukten weiter 
metabolisiert und damit aus den Reaktionsgleichgewichten entfernt wird. 
Ausdruck dieses Zustandes ist der lineare Abschnitt der Zeitkurven. 

Im Gegensatz zu Leberschnitten®, in denen die Hydrierung in Ring A 
von Prednison viel langsamer verliuft als die von Cortison, ist im durch- 
strémten Organ ein quantitativer Unterschied im Stoffwechsel dieser 
beiden Steroide nur in der unterschiedlichen GréBe der Umsatz-Relation 
A4.3-Ketosteroide/«-Ketole feststellbar. Ein wichtiger qualitativer Unter. 
schied besteht dennoch: Wihrend sich unter den seit lingerer Zeit be- 
kannten Metaboliten des Cortisons nur Hydrocortison als biologisch voll. 
aktives Corticosteroid findet, fiihrt der Stoffwechsel des Prednisons nach- 
weislich zu drei Produkten mit typischer Rindenhormonwirkung: Corti- 
son, Hydrocortison, Prednisolon’®. Dies mag fiir die Beurteilung der 
therapeutischen Wirkung des Prednisons von besonderer Bedeutung sein. 

Fluor-hydrocortison wird von Leberschnitten in Ring A langsamer 
als Cortison, jedoch schneller als Prednison hydriert®. Im intakten Organ 
hingegen ist von den drei Steroiden Fluor-hydrocortison das mit der 
langsamsten Umsatzgeschwindigkeit in allen untersuchten Teilreaktionen. 
Dies trifft allerdings nicht fiir die besonderen Verhiltnisse im ersten 
Durchgang zu. Man kann annehmen, daf die im ersten Durchgang ge- 
bildeten Stoffwechselprodukte nur sehr langsam weiter metabolisiert 
werden oder aber mit extrem kleiner Diffusionsgeschwindigkeit den intra- 
cellularen Raum verlassen und dadurch die Umsatzgeschwindigkeit des 
Substrates so stark herabsetzen. 

Somit unterscheidet sich der Stoffwechsel der biologisch aktiveren 
Cortison-Derivate qualitativ und (oder) quantitativ von dem des Corti- 
sons. Art und GréBe der Unterschiede aber richten sich danach, ob man 
am intakten Organ, an Gewebeschnitten oder Zellpriparationen (Leber- 
mikrosomen + Cytoplasma*’) untersucht. 


Herrn Professor Dr. Dr. W. Dirscher] sind wir fiir die tatkraftige Forderung 
der Untersuchungen sehr zu Dank verpflichtet. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Sachbei- 
hilfe zu dieser Arbeit. 

Frl. F. Pohl und Fri. M. Pittel sei fiir die gewissenhafte Mitarbeit gedankt. 


17 KE. M. Glenn, R. O. Stafford, S.C. Lyster u. B. J. Bowman, Endo- 
crinology 61, 128 [1955]; E. M. Glenn, ebenda 64, 373 [1959]. 
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Zusammenfassung 


Die Kinetik des Rattenleberstoffwechsels von Cortison, Prednison 
und 9x-Fluor-hydrocortison wurde in Perfusionsversuchen mit einem 
offenen System untersucht. 

Alle untersuchten Teilreaktionen (Hydrierung in Ring A und in der 
Seitenkette, ,, Totalschwund‘‘ an papierchromatographisch identifiziertem 
Substrat) verliefen in den ersten Minuten der Perfusion sehr rasch; ihre 
Geschwindigkeiten stellten sich aber noch wihrend des ersten Durch- 
ganges auf kleinere, bis zum Versuchsende konstante Werte ein. 

Der initiale Substratschwund ist deshalb stets gréBer als der Kon- 
zentrationsabfall an A4-3-Ketosteroid und «-Ketol, weil im ersten Durch- 
gang Metaboliten entstehen, die noch einen intakten Ring A und die 
typische Seitenkette besitzen. Nach dem ersten Durchgang sind die Unter- 
schiede weitgehend ausgeglichen. 

In den ersten Minuten sind die Umsatzgeschwindigkeiten der drei 
Steroide ungefahr gleich groB. Im 2.—10. Durchgang wird Fluor-hydro- 
cortison mit einer um eine Zehnerpotenz kleineren Geschwindigkeit um- 
gesetzt. 

Im Stoffwechsel des Cortisons und Prednisons ist ein quantitativer 
Unterschied nur in der GréBe der Umsatz-Relation A*-3-Ketosteroide/ 
x1-Ketole feststellbar. 

Die Bildung der Metaboliten des Prednisons in Abhangigkeit von der 
Perfusionszeit wurde untersucht. 


Summary 


The kinetics of the metabolism of cortisone, prednisone, and 9a- 
fluoro-hydrocortisone in rat liver, have been investigated in open system 
perfusion experiments. 

All the intermediate reactions investigated (hydrogenation in ring A 
and in the side chain, total loss of substrate, identified by paper chromato- 
graphy) were very rapid in the first minutes of perfusion, but were slowed 
down during the first run to a lower rate, which remained constant to the 
end of the experiment. 

The initial loss of substrate is always higher than the decrease in 
concentration of A4-3-ketosteroid and «-ketol, because, in the first run, 
metabolites are formed, which still possess an intact ring A and the typical 
side chain. After the first run, the differences are practically balanced 
out. 


During the first minutes, the reaction velocities of the three steroids 
are about equal. In the second to tenth run, the fluoro-hydrocortisone is 
metabolized ten times more slowly. 
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A quantitative difference has been demonstrated in the metabolism 
of cortisone and prednisone, only in the value of the turnover ratio of) 
A‘-3-ketosteroid to «-ketol. 

The formation of metabolites of prednisone in relation to the per. 
fusion time has been studied. 


Priv.-Doz. Dr. med. H. Schriefers, Physiologisch-Chemisches Institut der Uni. 
versitat, Bonn, Nufallee 11. 
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Zur Biosynthese der Polyenfettsauren 
in menschlicher Leber 
Von 
F. Leupold und G. Kremer 


Aus der Medizinischen Universitatsklinik 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c. H. W. Knipping) 
und dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit K6ln 
(Direktor: Prof. Lr. Dr. h. c. E. hlenk) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Dezember 1959) 


Die im tierischen Organismus vorkommenden C,5- und C,,-Polyen- 
fettsiuren geh6ren nach Klenk! fast ausschlieBlich dem Linol- bzw. 
Linolensiuretyp an, d.h. die erste Doppelbindung liegt in diesen 
Polyensiuren mit Divinylmethanstruktur von der endstindigen Methyl- 
gruppe aus gerechnet an der gleichen Stelle wie in Linol- und Linolen- 
siure. Vor einiger Zeit wies Klenk? unter Verwendung von Acetat- 
(1-4C] nach, daB in der Rattenleber die Polyensiiuren der C,,- und 
C.,-Reihe aus exogener Linol- und Linolensiure durch Kettenverlin- 
gerung am Carboxylende und Einfiihrung neuer Doppelbindungen in 
Divinylmethangruppierung in Richtung auf die Carboxylgruppe ge- 
bildet werden. Diese zuerst von Nunn und Smeadly-MacLean® im 
Hinblick auf die Biosynthese der Arachidonsiure im Tierkérper ange- 
nommene Bildungsweise wurde auch durch die iiberzeugenden Versuche 
von Mead und Mitarbeitern* an der Ratte bestitigt. 

Da Cgo- und C,,-Polyensauren in Fettsiuren pflanzlichen Ursprungs 
nicht vertreten sind®, ist ihre Bildung offenbar an den tierischen Orga- 
nismus gebunden, der seinerseits die Ausgangsprodukte Linol- und 
Linolensiure selbst nicht synthetisieren kann, wie zahlreiche Unter- 
suchungen seit den Arbeiten von Burr® annehmen lassen. Diese essen- 
tielle Bedeutung der Linol- und Linolensiure konnte bis heute fiir den 
Menschen nicht iiberzeugend nachgewiesen werden und ist seit langem 
Gegenstand der Diskussion. 

1 KE. Klenk u. H. Debuch, Annu. Rev. Biochem. 28, 39 [1959]. 

2 E. Klenk, Naturwissenschaften 41, 68 [1954]; diese Z. 302, 268 [1955]. 

3 L.C. A. Nunn u. I.Smedly-MacLean, Biochem. J. 32, 2178 [1938]; 
D.E. Dolby, L. C. A. Nunn u. I. Smedly-MacLean, ebenda 34, 1422 [1940]. 

4G. Steinberg, W. H. Slaton, jr., D. R. Howton u. J. F. Mead, J. biol. 
Chemistry 220, 265 [1956]; 224, 841 [1957]; J. F. Mead u. D. R. Howton, ebenda 
229, 575 [1957]; J. F. Mead, G. Steinberg u. D. R. Howton, ebenda 205, 683 
[1953]; J. F. Mead, W. H. Slaton, jr., u. A. B. Decker, ebenda 218, 401 [1956]. 


5 E. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 286, 33 [1950]. 
6 G.O. Burr u. M.M. Burr, J. biol. Chemistry 82, 345 [1929]; 86, 587 


(1930). 
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Wahrend Sinclair’ die Entstehung verschiedener Krankheiten auf einen 
Mangel an essentiellen Fettséuren zuriickfiihrt, wird diese Annahme von Jame; 
und Lovelock® bestritten. Die wenigen, bisher durchgefiihrten Untersucliungen 
zur Biosynthese der Polyenfettsiuren im menschlichen Organismus fiihrten zy 
widersprechenden Ergebnissen: Lipsky et al.®, die Acetat-[1-4C] Menschen ora] 
verabreichten und danach die Plasmafettsiuren untersuchten, fanden keine endo. 


gene Bildung der Linolséure. James und Lovelock?!® nahmen dagegen an Hand | 


von in-vitro-Versuchen mit !4C-markiertem Acetat an, da8 menschliche Erythro. 
cyten im Gegensatz zu Rattenerythrocyten in der Lage seien, Linolsaure zu syn. 
thetisieren, so daB diese demnach fiir den Menschen nicht essentiell sein sollte, 

Um einen Einblick in die Biosynthese der Polyenfettsiuren beim 
Menschen zu erhalten und um festzustellen, inwieweit die an der Ratte 
erhaltenen Befunde auch auf den Menschen iibertragbar sind, haben 
wir die von Klenk? entwickelte Methodik auf menschliche Leber an. 
gewandt. 

Menschliche Leberschnitte* wurden in Ringer-Lésung mit Acetat. 
[1-4C] inkubiert. Die aus den Leberlipoiden isolierten Fettsiuren wur. 
den nach Klenk und Bongard"™ oxydativ abgebaut, die erhaltenen 
Abbaudicarbonsiuren chromatographisch getrennt™ und deren Aktivi- 
tit gemessen. Nach Klenk? sollte fiir die Cy9- und C,.-Saéuren vom 
Linol- und Linolensiuretyp gelten, daB die Dicarbonsiuren des Car. 
boxylendes (Glutarsiure aus der 1°*-1!-14.Kicosatetraen- und 458-1114, 
Eicosapentaensiure, Bernsteinsiure aus der A *4-719-18-16-19_Docosahexaen. 
und A4-7-10-13-16_Docosapentaensiiure) hohe Aktivitét aufweisen im 
Gegensatz zur Malonsiure, die nicht aktiv sein sollte, da sie ausschlieb. 
lich aus den Restketten stammt und demnach nur C-Atome der zu- 
grundeliegenden exogenen Linol- und Linolensiure enthalt. 

Tab. 1 zeigt, daB Malonsiure tatsichlich die weitaus geringste 
Aktivitat (in Versuch 4 praktisch gleich Null) aufweist, waihrend Glutar. 
und Bernsteinsiure die 10- bis 175fache Aktivitait zeigen. Zur Ergin. 
zung wurde in Versuch 4 auch ein reduktiver Ozonid-Abbau der un. 
gesittigten Fettsiuren nach Klenk und Brockerhoff! durchgefiihrt. 
Die Abbaualdehyde der Methylenden wurden in die 2.4-Dinitro-phenyl. 
hydrazone iibergefiihrt, chromatographisch getrennt und ihre Aktivitit 
bestimmt. Wie die Malonsiure sollten auch Capron- und Propionaldehyd 
inaktiv sein. 


7 H. M. Sinclair, Essential Fatty Acids, S. 249, Butterworth, London 1958; 

H. M. Sinclair, Brit. Med. Bull. 14, 248 [1958]. 

8 A. T. James u. J. E. Lovelock, Brit. Med. Bull. 14, 262 [1958]. 

® §.R. Lipsky, A. Haavik, C.L. Hopper u. R. W. McDivitt, J. clin 
Invest. 36, 233 [1957]. 

10 A, T. James, J. E. Lovelock u. J.P. W. Webb, Biochem. J. 66, 60? 
[1957]; Essential Fatty Acids, S. 72, Butterworth, London 1958. 

11 EK. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 

122 K. Klenk u. H. Brockerhoff, diese Z. 310, 153 [1958]. 

* Das Ausgangsmaterial wurde anlaBlich von Operationen, die wegen vor- 
handener Gallensteine mit Verwachsungen durchgefiihrt wurden, bei 4 Patienten 


im Alter von 28 bis 50 Jahren erhalten. Weder klinisch noch histologisch war be} | 


diesen Patienten eine Leberparenchymschadigung nachweisbar. 
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5 (1960) 
ll Tab. 1. Analyse der Abbaudicarbonsauren aus den isolienten Fettsauren 

7 einen menschlicher Leberschnitte nach Inkubation mit Acetat-[1-!4C]. 

Mtn (Ausbeuten in Mol/Mol Polyenséure; Radioaktivitat in Imp./Min./mg; PC = Er- 





~ “<n gebnis der papierchromatographischen Priifung: Zahl der C-Atome; vgl. Beschrei- 
hen oa bung der Versuche.) 
“ A Nersuch Nr. : 1 2 3 4 





pl Saure  |Ausb.| Akt. | PC JAusb.| Akt. | PC |Ausb.| Akt. | PC |Ausb.|Akt.| PC 
U 8yn- : 









































1 sollte, Hohere Di- 

n beim carbon- 11100} — 7755 | 9 (8) 24920 |9 (8) 975] — 

’ Ratte | Pimelin- 3100] — 13500 |6, 7, 8 8615 | 6,7 —|— 

haben } Glutar- 0,15 540} 5 | 0,09 | 3640] 5 (4) 1 0,11 | 10242 |5 (4) | 0,12} 570) 5 

yer an- | Bernstein- 0,10 225 |4 (3)} 0,07} 2100); 4 | 0,09] 4375) 4 | 0,11 | 330]4 (5) 
Malon- 0,57 22; 3 | 0,21 60} 3 | 0,39 58 |3 (4) | 0,41 3| 3 


\ cetat. 


n wur-| Tab. 2. Einbau von Acetat-[1-14C] in die Cy9- und C,.-Leberpolyenfettsauren ; 
iltenen| Radioaktivitét der 2.4-Dinitro-phenylhydrazone der Abbaualdehyde (Versuch 4). 














A ktivi- 

n vom Ausbeute* | Imp./Min./mg 
s Car. Pelargonaldehyd. . 0,53 550 
ae, Onanthaldehyd . . 0,16 650 
exaen- Capronaldehyd a 0,25 18 
on im Propionaldehyd . . 0,06 6 
chlieB.- 


: * Mol/Mol Polyensaure, umgerechnet auf 100%. 
er ZU- 
Das Ergebnis (Tab. 2) entspricht dem Befund des oxydativen Ab- 
ringste } baus. Die geringfiigige Aktivitat des Capron- und Propionaldehyds wird 
xlutar- f wahrscheinlich durch Spuren der bei der chromatographischen Tren- 
Ergin. — nung vorablaufenden lingerkettigen Aldehyde verursacht, zumal diese 
er un-f als Abbauprodukte der Monoensiuren (Ol- und Palmitoleinsiure) die 
ofiihrt. | Hauptmenge des Gemisches bilden und deshalb die stirkste Aktivitat 
henyl-f aufweisen, weil einfach ungesittigte Fettsiiuren bekanntlich total- 
tivitit } synthetisiert werden. Aus dem gleichen Grund bildet stark aktive 
dehyd | Azelainsiure die Hauptmenge der bei der oxydativen Spaltung anfal- 
lenden Dicarbonsiuren. Die Restaktivitét der Malonsiiure muB auf 
Grund der papierchromatographischen Priifung zumindest teilweise als 
n 1958; F reell angesehen werden. Sie kann nach Klenk? durch gleichzeitig ver- 
laufende Auf- und Abbaureaktionen am Carboxylende der Polyensiuren 
J. clin. | etklirt werden. Auch James und Lovelock?® nehmen jetzt an, dab 
die Aktivitét der nach Inkubationsversuchen mit menschlichem Blut 
6, 60°} und markiertem Acetat isolierten Linol- und Linolensdure durch der- 
artige Vorginge erklart werden kann. Die etwaige Totalsynthese kleiner 
Mengen Polyensiuren kann nicht grundsitzlich ausgeschlossen werden, 
———— 


tienten 13 A. T. James, J. E. Lovelock u. J. P.W. Webb, Biochem. J. 73, 106 
war bei} [1959]. 
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von Polyensiiuren vom Ol- und Palmitoleinsiuretyp aus den entspre. 


Insgesamt stehen die Ergebnisse unserer Versuche in voller Uber. 
einstimmung mit den von Klenk? an den Polyensiuren von Ratten. 
lebern erhaltenen Befunden, so dafi auch fiir den Menschen die Au. 
fassung zutreffen diirfte, nach der die C,,- und C,.-Polyenfettsiiuren 
vom Linolsiuretyp aus Linolsiure, die vom Linolensiéuretyp aus 
Linolensiure durch Kettenverlingerung und Einfiihrung weiterer Dop. 
pelbindungen am Carboxylende gebildet werden. 


Fir ihre Hilfe bei dieser Arbeit, die mit Mitteln der Deutschen For. 
schungsgemeinschaft und des Landes Nordrhein-Westfalen unterstiitzt 
wurde, danken wir Fraulein M. Schwarte und H. Ide. 


Beschreibung der Versuche 


Frische Schnitte menschlicher Leber wurden im etwa 10fachen Vol. Ringer. 
Lésung!®, die 0,1 mC Acetat-[1-!4C] (Radiochemical Center, Amersham G.B.) ent- 
hielt, 5 Stdn. bei 37° unter Riihren inkubiert. Danach wurde das Lebergewebe 
durch Zentrifugieren abgetrennt und durch zweimaliges Zugeben von Ringer. 
Lésung mit nachfolgendem Zentrifugieren ausgewaschen und iiber Nacht in Aceton 
entwassert. 

Zur Gewinnung der Lipoide wurde zunichst im Soxhlet mit Aceton extra- 
hiert und dann dreimal mit Chloroform/Methanol 1:3 ausgekocht. Die vereinigten 
Extrakte wurden im Vak. unter CO, eingedampft, der Riickstand in Ather auf. 
genommen und vom Unldslichen abzentrifugiert. Die nach Abdampfen des Athers 
erhaltenen Lipoide wurden mit dem 1]5fachen Vol. 5proz. methanol. Salzsaure 
durch 3stdg. Kochen unter Riickflu8 gespalten und die Methylester der Fett- 
siuren durch Ausschiitteln mit Petrolither gewonnen. Diese wurden sodann mit 
dem 30fachen Vol. 0,5n methanol. NaOH verseift und nach Abtrennung des Un. 
verseifbaren die freien Fettsiuren gewonnen. Die Gesamtfettsiuren wurden durch 
Tiefkiihlkristallisation aus etwa 10proz. Acetonlésung weiter getrennt. In Vers. | 
wurden durch Ausfrieren bei —20° und —70° drei Fraktionen gewonnen, wih- 
rend in Vers. 2, 3 und 4 durch Ausfrieren bei —40° nur 2 Fraktionen erhalten 
werden konnten, da die geringen Substanzmengen eine doppelte Fraktionierung 
nicht ratsam erscheinen lieBen. Die Ergebnisse sind in Tab. 3 niedergelegt. 


Tab. 3. Aufarbeitung der Lebern. 














| Vers. 1 Vers. 2 | Vers. 3 | Vers. 4 
Frischleber (g) ......... 7,1 3,5 4,0 6,5 
Gesamtlipoide (mg) ....... 498 145 215 388 
Methylester (mg) ........ 339 109 157 260 
Gesattigte und schwach ungesattigte 
Fettsiuren (mg) ....... 213 54 63 50 
Hoher ungesattigte Fettsiuren (mg) 86 28 28 101 
Hoher ungesattigte Fettsiuren (Jod- 
oR Pl EO Ep rg oo i 174 110 140 162 
Hoher ungesattigte Fettsiuren 
(Imp./Min./mg) 4310 4224 15675 875 











4 A.J. Fulco u. J. F. Mead, J. biol. Chemistry 284, 1411 [1959]. 
16 EK. Klenk u. K. Oette, diese Z. 318, 86 [1960]. 
16H. A. Krebs u. K. Henseleit, diese Z. 210, 33 [1932]. 
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zumal kiirzlich Fuleo und Mead" sowie Klenk und Oette" die Bildung | 


chenden Monoensiauren am fettfrei ernihrten Tier nachweisen konnten, | 
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Idung Zur Aktivitétsmessung wurden 0,9 mg Fettsiuren in 0,3 cm? Chloroform 
tspre. — gelist und 0,3 mg mittels Kapillarpipette auf eine Kupferscheibe aufgetragen. 
inten, | ‘Nach Abdunsten des Chloroforms wurden die Fettséuren als diinne Filme im 
-., | fensterlosen DurchfluBzahlrohr der Fa. Frieseke & Hoépfner zur Messung gebracht. 


Uber. Zur Aufnahme der UV-Spektren (Abb. 1) der mit Alkali isomerisierten héher- 
atten. ‘ungesittigten Fettsiuren wurde 1 mg mit 0,5 cm® 23proz. KOH-Glykol 8 Min. bei 
- Auf. | 180° erhitzt, mit Methanol auf 50 cm® verdiinnt und gegen einen entsprechenden 
éiuren " Blindwert im Spektrophotometer (Beckman DU) gemessen. Wie aus Tab. 4 er- 
sichtlich, besteht der iiberwiegende Teil der ungesattigten Fettsiuren aus Monoen- 
‘siuren (Ol- und Palmitoleinséure). Dementsprechend bildet Azelainsaiure die 
Dop. 'Hauptkomponente der Abbaudicarbonsauren. 


| For. 400 
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Izsaure 
- Fett. | Abb. 1. Ultraviolettspektren der mit Alkali isomerisierten héher ungesittigten 


nn mit} Fettsiuren aus den Versuchen 1 (----), 2 (-:--), 3(——) und 4 (----- ). 
es Un- 
durch ffab. 4. Zusammensetzung der Fraktion der ungesattigten Fettsiuren, errechnet 












































Vers. | aus den UV-Spektren. 

, wah- 

ree Versuch |Monoen%*| Dien % | Trien % |Tetraen % |Pentaen %| Hexaen % 
1 51,0 23,6 4,5 12,4 2,2 6,3 
2 63,5 16,3 6,1 7,1 1,0 6,0 
3 44,6 23,1 6,0 14,3 2,5 9,5 

ors, 4 4 68,7 18,0 0,6 7,5 1,5 3,7 

6,5 * Errechnet aus der Differenz. 

388 

260 Der oxydative Abbau der Fettsdiuren erfolgte nach Klenk und Bon- 


a gard"! durch Ozonisierung von 20 bis 40 mg Substanz in Eisessig-Methylacetat 
50 bei —10° und Spaltung der Ozonide mit Perhydrol bei 37°. 

101 Zur Aktivitatsmessung der Abbaudicarbonsaduren wurden die den 
einzelnen Séuren entsprechenden Fraktionen vereinigt und zur Trockne gebracht. 
162 | Die Riicksténde wurden jeweils in soviel waBr. Athanol (1:1) gelést, da 0,1 em* 
_. der Lésung 0,1 bis 0,3 mg je nach der vorhandenen Menge enthielt. Dann wurde 
875 Fie 0,1 cm? auf Kupferplattchen aufgebracht und nach dem Auftrocknen gemessen. 
Die Aktivitaét der Malonsiure wurde nur aus den Fraktionen des absteigenden 
Kurvenastes bestimmt, da sonst eine zu starke Verfalschung der Ergebnisse durch 
Spuren nicht abgetrennter Bernsteinsaure befiirchtet werden muBte. Die Ergeb- 
nisse der Aktivitaétsmessungen sind in Tab. 1 zusammengestellt. Hier sind auch 
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die Ergebnisse der papierchromatographischen Priifung (PC) der Abbaudicarbop. 
siuren nach Klenk und Tomuschat’’ wiedergegeben. Zur Papierchromatogr,.| 


phie wurden die Dicarbonsaéuren mit konzentrierter Salzsiure aus den Seifen jy 
Freiheit gesetzt und nach griindlichem Trocknen im Vakuumexsikkator aus 9. 
bis 3proz. Lésung auf das Papier aufgetragen. Als mobile Phase diente 5proy, 
Butanol-Chloroform, aquilibriert mit 10proz. Essigsiure. Die Entwicklung erfolgte 
mit Jodid-Jodat-Starkelésung. 


Zur reduktiven Spaltung stand nur in Vers. 4 geniigend Substanz zy} 


Verfiigung. Nach Klenk und Brockerhoff' wurden 34,6 mg der hochungesit. 
tigten Fettsiuren in 4 cm’ Essigsiure/Methylacetat 1:1 vorsichtig ozonisiert und 
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n-Butanol in Chloroform ——— 


Abb. 2. Saulenchromatogramm der Abbaudicarbonsauren aus Vers. 3 (entspre. 

chend 12 mg Polyensauren). Folgende Angaben in Mol/Mol Polyensaure. — 1° 

(Frakt. 1—20): 5,56 cm* 0,01n NaOH = 0,69 Mol héhere Dicarbonsauren. —3° 

(Frakt. 21—42): 0,47 cm’ 0,01n NaOH = 0,06 Mol Pimelinséure. —5°% (Frakt. 4 

bis 67): 0,90 cm? 0,01n NaOH = 0,11 Mol Glutarsiure. —10°% (Frakt. 68—85): 

0,70 cm’ 0,01n NaOH = 0,09 Mol Bernsteinsiure. —20% (Frakt. 86—108) : 3,12 em’ 
0,01n NaOH = 0,39 Mol Malonsaure. 


unter Verwendung von Platindioxyd als Katalysator hydrierend gespalten. Nach 
Zugabe von 3 cm* 2.4-Dinitro-phenylhydrazin-Lésung wurde mit 2n H,SO, ver 
diinnt und die 2.4-Dinitro-phenylhydrazone dreimal mit Benzol ausgeschiittel. 
Die benzolische Lésung wurde saurefrei gewaschen, getrocknet, bis auf wenige cm’ 
eingeengt und mit Petroléther auf 20 cm® im MeBkolben aufgefiillt. 

Die Trennung und Identifizierung der Hydrazone erfolgte durch Verteilung:- 
chromatographie an einer Nitromethan-Kieselgelsiule mit Petrolather nach 
Kramer und van Duin!*. Die quantitative Bestimmung wurde spektrophoto- 
metrisch, wie bei Klenk und Brockerhoff' beschrieben, durchgefiihrt und di 
Aktivitaten der einzelnen Hydrazone durch Auftragen auf Kupferplattchen it 
benzolischer Lésung und Messung im fensterlosen DurchfluBzahlrohr bestimmt 
Die so erhaltenen Ergebnisse sind in Tab. 2 aufgefiihrt. 


17 KE. Klenk u. H. J. Tomuschat, noch unveroffentlicht. 
18 P. J.G. Kramer u. H. van Duin, Recueil Trav. Chim. Pays-Bas 73, 6 
[1954]. 
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Zusammenfassung 


Menschliche Leber wurde in vitro mit Acetat-[1-14C] inkubiert und 
‘die ungesiittigten Fettsiuren der Leberlipoide untersucht. In den Ab- 
‘paudicarbonsauren wurde der Radiokohlenstoff vorwiegend in Bernstein- 
‘siure, Glutarsdure und in den héheren Dicarbonsiuren gefunden. Die 
‘Malonsiure wies dagegen nur eine geringfiigige Aktivitat auf. 

Die Ergebnisse bestitigen die bisher nur an der Ratte erhaltenen 
Befunde und stiitzen die Auffassung, daB die Cy,- und C,-Polyenfett- 
siuren vorwiegend aus Linol- und Linolensiure durch Kettenverlainge- 
rug und Einfiihrung neuer Doppelbindungen im Divinylmethan- 
Rhythmus auf der Seite der Carboxylgruppe entstehen. 


Summary 


Human liver-slices were incubated in vitro with acetate-[1-“C] and 
the unsaturated fatty acids of the liver-lipids investigated. After 
ozonolysis, the radiocarbon was found to be mainly in the succinic, 
glutaric and higher dicarboxylic acids formed by degradation, while 
malonic acid showed only a low radioactivity. 

The results confirm those obtained from rat-experiments. They 
support the theory that Cy - and C,,-polyenoic acids are synthesized 
from C,g-precursors by elongation of the carbon chain and by intro- 
duction of new double-bonds in the divinylmethane pattern at the 
side of the carboxyl group. 


Priv.-Doz. Dr. F. Leupold, Medizinische Universitatsklinik Kéln-Lindenthal, 
Lindenburg. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physio'og. Chemie. 318 17 
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Uber experimentelle ernahrungsbedingte Leber- 
nekrosen, III)? 


Wirkung einer nekrogenen Hefediat 
auf Atmung und P/O-Quotient von Rattenlebergewebe 


Von 
Andreas Hoek, Lieselotte Mispelhorn und Klaus Strunz 
Aus dem Institut fiir Tierernihrungslehre der Humboldt-Universitét zu Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Januar 1966) 


Bereits in der I. Mitteilung dieser Reihe! diskutierten wir kurz die 
wichtigsten derzeitigen Erkenntnisse iiber Entstehung und Verlauf der 
experimentellen ernaihrungsbedingten Lebernekrose der Ratte. In. 
zwischen haben wir diese Befunde noch in einer Monographie® zn. 
sammenfassend dargestellt, so das sich eine nochmalige einleitende Be. 
handlung der Literatur an dieser Stelle eriibrigt. 


Wie die I. und ITI. Mitteil.4? beschaftigt sich auch dieser Bericht 
mit den Entgleisungen des Stoffwechsels, die den morphologischen Ver. 
inderungen des Organs (Lichtmikroskopie) vorausgehen. Derartig: 
Stérungen zeigen sich friihzeitig in Form eines Absinkens der in-vitro. 
Atmung des Lebergewebes**®. Wir selbst! konnten diese Befunde be. 
stitigen und erweitern, indem wir fanden, daB die in-vitro-Atmung von 
Rattenleberschnitten, beginnend in den ersten Tagen der Diatperiode, 
kontinuierlich abfallt. Auch bei einer Berechnung des Qo, auf die Stick- 
stoffsubstanz des Gewebes ist dieser Abfall festzustellen. 


Im folgenden teilen wir die Ergebnisse erster Versuche mit, die sich 
mit der sogenannten Kopplung von Phosphorylierung und Atmung in 
derart geschidigtem Lebergewebe befaBten. Die Tatsache einer signili- 
kanten Minderung der Atmungsleistung macht einen Defekt in der 
Atmungskette der Leberzellen wahrscheinlich, und eine Untersuchuy 
iiber die Intaktheit der Atmungskettenphosphorylierung war unter 
diesen Umstinden naheliegend. 


1 T. Mitteil.: A. Hock u. K. Strunz, diese Z. 315, 90 [1959]. 
2 TI. Mitteil.: A. Hock u. H. Bergner, diese Z. 315, 101 [1959]. 
3 K. Strunz u. A. Hock, Beitrage zur Ernahrungswissenschaft, Bd. 4: Di 
experimentelle diadtetische Lebernekrose, Verlag Steinkopf, Darmstadt 1959. 
48.8. Chernick, G. P. Rodnan u. K. Schwarz, Federation Proc. 13, 1! 
[1954]; S. 8S. Chernick, J. G. Moe, G. P. Rodnanu. K. Schwarz, J. biol. Chem: 
stry 217, 829 [1955]. 
5 §.S. Chernick, J. G. Moe u. K. Schwarz, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 8% 
520 [1955]. 
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Methodisch folgten wir im wesentlichen den Angaben von Dian- 
zani®, Maley und Lardy’, sowie von Martius®. Wir arbeiteten bei 
diesen ersten Versuchen ausschlieBlich mit Lebergesamthomogenaten 
in Gegenwart von 0,04m KF. Da® dadurch dephosphorylierende Vor- 
ginge, wenigstens bei Homogenaten gesunder Lebern, weitgehend aus- 
geschaltet werden, zeigen die von Dianzani*®, wie auch die von uns 
vefundenen fast maximalen P/O-Quotienten, worauf wir in der Diskus- 
sion noch zu sprechen kommen. 


Methodik 


Tiermaterial und Diat 
Wie in den vorausgehenden Arbeiten wurden abgesetzte mannliche Ratten 
unseres Laboratoriumstammes (21. Inzuchtgeneration) mit einem Gewicht von 38 
bis 45 g verwendet. Jede der 4 Versuchsgruppen wurde mit den aus Tab. 1 zu 
entnehmenden Diaten K, H, He und Hy bis zu maximal 60 Tagen gefiittert. 


- Tab. 1. Zusammensetzung der Diaten. 


























Dit os H | He Hu 
Trockenmagermilch . ... . (25) 20,8 — — = 
Volleipulver. ........ (%) 3,5 — = —= 
Sojaschrot. . . «6 ss ew (%) 3,5 —: — — 
Torulahefe ......2... (%) 3,5 30,0 30,0 28,0 
Weizenschrot . ....... (%) 35,3 — — — 
BONING. 6 cic 2 te (%) — 3,0 3,0 3,0 
Rubaquell (Starke). . . . . . (%) 28,4 61,0 61,0 62,0 
Salzgemisch USP XIV* .. . (%) 1,3 3,0 3,0 3,0 
eee (%) 0,7 hl ro 
Sojaél (Vitamin-E-frei) . . . . (%) 3,0 3,0 3,0 3,0 
Vitamin E ... . (mg/Tier/Tag) — — 3 
pi-Methionin ........ (%) a -— == 1,0 
Rohprotein. . (°% d. Trockensubst.) 15 15 15 15 

* Vgl. H. D. Cremer in H. M. Rauen, Biochem. Taschenbuch, 8. 792, Springer-Verlag, Hei- 
delberg 1956. 

Bei den Diaten H, He und Hy war Torula-Trockenhefe die einzige EiweiB- 
quelle; der Gehalt an Rohprotein (= N-Gehalt x 6,25) lag bei 15% (bezogen auf 


die Trockensubstanz). Bei der Diét H sterben die Tiere erfahrungsgemaB mit 
einer akut auftretenden Lebernekrose*. Wie wir schon berichteten!, weist unser 
Rattenstamm aus Griinden, die wir noch zu klaren versuchen, jahreszeitlich be- 
dingte Schwankungen in seiner Empfindlichkeit gegeniiber nekrogenen Diaten auf. 
Wir achteten daher darauf, daB alle Versuche zu Zeiten durchgefiihrt wurden, in 
denen die Uberlebensdauer der Tiere unter dem EinfluB der Hefediét (H) im 
Mittel zwischen 25 und 35 Tagen lag. Wir priiften diese Uberlebenszeit stets an 
einer parallel gefiihrten Tiergruppe. 

Die Diaéten Hg und Hy waren analog der H-Diaét zusammengesetzt, jedoch 
unter Zusatz von 3mg_ DL-«-Tocopherylacetat/Tier/Tag (Hz) bzw. 1,0% pti- 
Methionin (Hy). Diat K ist die in unserem Institut verwendete normale Kontroll- 
diat (15°, Rohprotein in der Trockensubstanz). 


® M. N. Dianzani, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 14, 514 [1954]. 
7G. F. Maley u. H. A. Lardy, J. biol. Chemistry 204, 435 [1953]. 
8 C. Martius u. B. Hess, Biochem. Z. 326, 191 [1955]. 


i" 
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Haltungs- und Fiitterungsbedingungen entsprachen den Angaben der voraus. 
gehenden Veréffentlichungen!»?. Die Tiere wurden nach_verschieden langen Fit. 
terungszeiten, die aus Tab. 2 und 3 zu entnehmen sind, durch Nackenschlag und 
Dekapitation getétet. 


In-vitro-Atmungsversuche und Bestimmung des P/O-Quotienten 


Von der sofort nach dem Téten entnommenen Leber legten wir einen Teil 
des linken Lappens 1—2 Min. in gekiihlte (etwa 5°) physiologische NaCl-Lésung, 
Dann stellten wir, wie l.c.1 angegeben, etwa 0,5 mm dicke Schnitte her und be. 
stimmten an diesen den respiratorischen Quotienten, den wir auf den Gewebe. 
stickstoff (1 mg N) bezogen [Qo,(N)]. Zum Unterschied von den friiheren Ver. 
suchen diente nicht O,, sondern Luft als Gasphase. 


Den Rest der Leber kiihlten wir 1 Min. lang in 0,25m Saccharoselésung auf 
etwa 2°. Dann wurde die Leber mit 0,25m Saccharoselésung, die 0,001m Athylen. 
diamintetraacetat (ADTA) enthielt, in einem Homogenisator nach Potter. 
Elvehjem unter Eiskiihlung homogenisiert. Die Homogenate enthielten je ml 
etwa 400 mg Leber (Frischgewicht). Von einem aliquoten Teil dieses Homogenates 
bestimmten wir nach Kjeldahl den N-Gehalt. 


Der P/O-Quotient wurde durch manometrische Messung der Sauerstoff. 
aufnahme und Ermittlung des Verbrauchs an anorganischem Phosphat im Medium 
vor und nach der Atmung ermittelt. 


Bei jedem Ansatz enthielt das Warburg-Gefi8 3 ml Reaktionsmedium. 
Darin waren enthalten: 0,5 ml Leberhomogenat (entspr. 200 mg Frischleber, ent. 
sprechend 3—4,5 mg N) und als Substrat 30 ~Mol «-Ketoglutarat (K-Salz). Das 
Medium enthielt ferner 15 Mol K-Malonat, 75 «Mol Glucose, 120 «Mol Saccharose, 
1,5 uMol ATP, 1,5 «Mol AMP, 60 uMol Na,HPO,-KH,PO,-Puffer vom pq 7,4, 
75 uMol KCl, 20 «Mol MgSO,, 40 «Mol KF und 0,5 «Mol ADTA. Zum SchluB stellten 
wir das Medium mittels Kalilauge auf py 7,4 ein. 


Der Einsatz der Warburg-GefiSe wurde zur CO,-Adsorption mit 0,2 ml 
10proz. Kalilauge beschickt. Als Gasphase diente Luft. Nach Temperatureinstel. 
lung (10 Min. bei 30°) setzten wir den Ansiatzen aus dem Seitenarm der Gefabe 
0,1 ml eines nach Berger et al.® hergestellten Konzentrates von Hefe-Hexo. 
kinase zu. 


Vor: jedem Homogenat fiihrten wir 2 Bestimmungen des P/O-Quotienten 
durch. Fiir jede dieser Bestimmungen dienten 3 wie oben beschriebene Ansiatze. 
Ansatz 1 war der Blindversuch; alle Enzymreaktionen wurden durch Zugabe von 
0,5 ml 25proz. Trichloressigsiure sofort nach Zusatz der Hexokinase gestoppt. 
Ansatz 2 verblieb weitere 10 Min. bei 30° unter Schiitteln im Warburg-Apparat. 
Dabei bestimmten wir in iiblicher Weise den O,-Verbrauch; zum SchluB stoppten 
wir wie bei Ansatz 1 durch Trichloressigsiure die enzymatischen Prozesse. Zur 
Bestimmung der sog. endogenen Atmung wurde ein drittes Ansatzgefa8 ohne 
«-Ketoglutarsiure mitgefiihrt und analog dem Ansatz 2 behandelt. 


Die Bestimmung des Gehaltes an anorganischem Phosphat in den 3 An. 
sitzen erfolgte nach Fiske und Subbarow”® im Trichloressigsdure-Filtrat. Die 
Differenz der Werte von Ansatz 2 und Ansatz 1 wurde als aufgenommenes P fiir 
die Berechnung des P/O-Quotienten verwertet, da bei Ansatz 3 niemals eine Ab- 
nahme des anorganischen P festgestellt werden konnte. Dagegen war stets ein 
gewisser O,-Verbrauch festzustellen, den wir vom O,-Verbrauch des Ansatzes ? 
in Abzug brachten. 


® L. Berger, M. W. Slein, S. P. Colowick u. C. F. Cori, J. gen. Physiol. 


29, 379 [1946]. 
10 ©. H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 
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Ergebnisse 

Tab. 2 gibt die Mittelwerte der Atmungsquotienten von Leber- 
schnitten, bezogen auf die Trockensubstanz sowie auf den N-Gehalt 
fiir die einzelnen Versuchsgruppen. Wie in der I. Mitteilung! kann auch 
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tienten & bier festgestellt werden, daB unter der Wirkung der Diit H mit fort- 
: _— schreitender Fiitterungsdauer beide Atmungsfaktoren abnehmen, wih- 
einen Teil ; we Se ; Sse : 3 
C1-Lésung rend sie bei einer Zulage von Vitamin E zur Diat bis zum 60. Versuchs- 
or und be. tage konstant bleiben. Die Unterschiede sind statistisch gesichert. 
n Gewebe. (p-Werte: 15. Versuchstag 0,02, 25. Versuchstag <0,01). Auch bei 
ren Ver-F ruppe Ha liegen in Analogie zur I. Mitteilung die Qo, - bzw. die Qo,(N)- 
" Werte am 15. und 25. Versuchstag gesichert héher, als bei Gruppe H 
osung auf LW - 15. Ver: D4 7 t ») 
, Ate (p-Werte: 15. Versuchstag <0,01, 25. Versuchstag <0,002). 
_Potter-§ yh. 2. Atmungsquotienten von Leberschnitten von Versuchstieren der Diat- 
ten je ml gruppen H, Hg und Hy. 
mogenates (Qo, = mm’ O,/mg Trockensubst./Stde., Qo,(N) = mm* O,/mg N/Stde.). 
‘auerstoff.@ Didteruppe | Versuchstag | n | Qo, | %N | Qo, (N) 
n Medium 5. 9 | 4594024 | 11,10+0,41 | 41,35 
He 15. s 4,37 + 0,24 9,51 +0,36 | 45,95 
smedium, " 25. 10 4,45 + 0,19 10,32 + 0,39 | 43,12 
eber, ent. 60. 7 4,43 + 0,15 10,01 + 0,19 44,26 
jalz). Das = D — : = 
echarose, 5. 10 5,50 + 0,19. 11,15 + 0,23 49,35 
1 pHT4 H 15. 9 4.47 + 0,18 10,07 + 0,28 44,39 
B stellten ig 25. 7 4,44 + 0,14 10,19 + 0,28 43,57 
60. 10 3,96 +- 0,17 10,58 + 0,23 37,44 
it 0,2 ml 5. 10 4,72 + 0,23 10,56 + 0,20 44,71 
ureinstel. H 15. 10 3,67 + 0,13 9,82 + 0,21 37,37 
r Gefape 25. 20 3,63 + 0,18 10,20 + 0,33 | 35,59 
fe-Hexo. 
. Tab. 3. P/O-Quotienten der Leberhomogenate von Tieren unter dem EinfluB 
; der verwendeten Diaten. 
1ctienten 
Ansatze. Versuchsdauer in Tagen 
gabe vou R pis 5 | 15—20 25—30 60 5—60 
yestoppt. 
Apparat. n| P/O |n| P/O |r| P/O |x| P/O |x| PO 
stoppten 
sse. Zur 3,67 3,60 3,57 3,61 
% c 24 oe ¢ pled on aoe so 
48 ohne f K 9 +0,13 10 +0,11 " +0,10 - + 0,06 
3,38 3,25 3,47 3,37 3,36 
3 An- . — — a = ia a 
me | 8} tone | 7°] sono | °) 2ais | °] +007 |°"| +008 
es P fiir 3,72 3,82 3,65 3,89 3,77 
eine Ab] Hx 110) oir {1°} +0120 | 1°) +015 |*°] s010 |} +008 
stets eln 
satzes 2 3,22 2,50 2,55 
me. tue. Bur. = 
Physiol Aus Tab. 3 sind die Mittelwerte der P/O-Quotienten der einzelnen 
Versuchsgruppen zu entnehmen. Die Werte der Diaitgruppen K, He 
und Hw liegen zwischen 3,25 und 3,89. Gesicherte Unterschiede sind 
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aus diesen Zahlen kaum zu entnehmen, wenn auch vielleicht bei der 
Gruppe Hx» eine leichte Erhéhung gegeniiber den Werten der Gruppen 
K und He vorhanden ist. 


Eine deutliche Senkung der P/O-Quotienten ist jedoch unter dem 
EinfluB der Diaét H festzustellen. Bereits der Wert nach 5tagiger Fit. 
terung liegt mit 3,22 gesichert unter dem der Gruppe K (p = 0,02): 
die Unterschiede gegeniiber den Werten von K zwischen dem 15. und 
20. bzw. 25. und 30. Versuchstag sind mit p = <0,001 hoch gesichert, 
Ahnliche Sicherungen bestehen auch fiir die Unterschiede der Quotienten 
der Gruppe H zu den entspre- 
chenden Werten der Gruppen 
H E und H M- 


Aus der Abbildung ist zu A 
entnehmen, daB beiGruppe H | P| 
zwischen der Hohe der P/O- ~, |° 2 
Quotienten und der Hohe ~ a 
des Sauerstoffverbrauches des ° a 
Lebergewebes eine statistisch ° od 
gesicherte Korrelation besteht .* 
(r = +0,552; p = <0,001). 











35 


Korrelation von P/O (Leberhomo- ? m 
genat) und Qo, (N) (Leberschnitte) 
der Gruppe H. 

y = 30,85 + 3,3156 x; 

«= + 0,552; p< 0,001. 

















30 { 
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Diskussion 


Es erhebt sich nun zuniichst die prinzipielle Frage, ob der Abfall 
des P/O-Quotienten als eine ,,Entkopplung der Phosphorylierung* oder 
als ein, allerdings dann auch durch die Schidigung bedingtes, sekun- 
dires Verschwinden von gebildetem organischen Phosphat zu werten ist. 
Beim Arbeiten mit Gesamthomogenaten ist ein Abbau von organischem 
Phosphat durch Phosphatasen méglich. Sowohl bei den normal er- 
naihrten Tieren, als auch bei den Tieren mit Vitamin E oder Methionin- 
zulage zur Hefediit waren diese méglichen ,,phosphate leaks‘ aller 
dings, wenn iiberhaupt vorhanden, nur unwesentlich. Die P/O-Quo- 
tienten lagen im Mittel bei 3,61 und damit nur um 10°, unter dem 
theoretischen Wert von 4 (fiir «-Ketoglutarat). Wir glauben, dieses 
Ergebnis in Ubereinstimmung mit anderen Autoren®"™ als eine Folge 
der Hemmung der Phosphatasen durch den Fluoridzusatz deuten zu 


11M. A. Swanson, J. biol. Chemistry 184, 647 [1950]. 
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,onnen. Kin erhéhtes Auftreten von Phosphatasen als Folge der Ge- 
webeschidigung kénnte tatsichlich nun die Schutzwirkung des Fluorid- 
msatzes zum mindesten teilweise aufheben; die Hemmwirkung des 
Fluorids ist keine vollstandige und iiberdies gegeniiber den einzelnen 
Phosphatasen spezifisch verschieden. Eine Erhéhung der Phosphatase- 
wirkung kénnte durch einen Austritt derartiger Fermente aus Zell- 
oganellen, in denen sie normalerweise lokalisiert sind, verursacht sein. 
Nun haben Piccardo und Schwarz? durch elektronenoptische Unter- 
suchungen gezeigt, daB unter diesen fiir die Ratte nekrogenen Diiten- 
schon sehr friihzeitig bei sonst noch véllig normalem histologischem 
Bild Veranderungen in der Feinstruktur des Cytoplasmas zu beobachten 
sind, die sie als eine Verinderung der Mikrosomen deuten. Eine Folge 
davon kénnte u.a. eine Aktivierung der in den Mikrosomen lokali- 
sierten Glucose-6-phosphatase sein. 

Fiir eine wirkliche Herabsetzung der Bildung energiereichen Phos- 
phats (Entkopplung der oxydativen Phosphorylierung) spricht dagegen 
eine Reihe von Befunden. Da ware vor allem zu bedenken, da8 einer- 
sits Vitamin E einen vdolligen?!* und Vitamin K, einen partiellen 
Schutz 14 gegen diese Leberschaidigung bieten und andererseits nach den 
Untersuchungen von Martius? die beiden Wirkstoffe sowohl zur sog. 
Atmungskette gehéren, als auch mit dem Phosphorylierungsmechanis- 
mus verkniipft sind. Auch die bereits zitierten elektronenoptischen 
Untersuchungen von Piccardo und Schwarz! zeigen einwandfrei, 
daB die Veranderungen des sog. ,,endoplasmatischen Reticulums“ (als 
Mikrosomenfraktion gedeutete Feinstruktur des Cytoplasmas) mit deut- 
lichen morphologisch sichtbaren Schaidigungen der Mitochondrien ver- 
bunden sind. Strukturverinderungen der Mitochondrien, wie sie von 
den Autoren beschrieben werden, z.B. ein Entstehen irregulirer Formen 
oder eine Schwellung, sind aber mit groBer Wabhrscheinlichkeit von 
einer Entkopplung der Phosphorylierung begleitet®. 

Eine endgiiltige Entscheidung iiber die Ursachen fiir das Absinken 
des P/O-Quotienten miissen noch weitere Versuche erbringen. Der wich- 
tigste Befund unserer vorliegenden Untersuchungen im Hinblick auf 
eine endgiiltige Aufklarung der biochemischen Entgleisung, die dem 
eigentlichen Gewebezerfall vorausgeht, erscheint uns neben dem Abfall 
des P/O-Quotienten die enge Korrelation dieses Geschehens mit dem 
nach Schwarz‘? fiir diese Schaidigung spezifischen Atmungsabfall des 
Lebergewebes. Das von uns beobachtete Absinken des P/O-Quotienten 


22M. C. Piccardo, Symp. on liver function (Publ. Nr. 4 of the Am. Inst. 
of biol. Sciences), S. 198, Washington 1958; M.C. Piccardo u.K.Schwacz, ebenda 
8. 528. 

13 K. Schwarz, diese Z. 281, 101, 109 [1944]. 

4H. Hiigle, Vet. Diss., GieBen 1957; A. Hock, Vortrag IV. Congr. Intern. 
de Nutrition Paris 1957. 

15 C. Martius, 5. Coll. d. Ges. f. physiol. Chemie, Mosbach-Baden, Hormone 
und ihre Wirkungsweise, Verlag Springer, Heidelberg 1955, S. 143; Conférences et 
Rapports, 3me Congrés Internat. d. Biochemie, Bruxelles 1955, 8. 1, Liege 1956. 
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unterscheidet sich grundsitzlich von der von Martius beschriebeney 
Entkopplung der Phosphorylierung durch Thyroxin®}, bei der keip 
Zusammenhang mit der Gréfe der Gewebeatmung vorhanden ist. fy 


tritt nicht nur, wie bei dem Thyroxineffekt, ein Mangel an verwert.) 
barer Energie in Form von ATP auf, es sinken dariiber hinaus alle} 
oxydativen Prozesse ab; d.h. also allgemeiner ausgedriickt, die Energie. 


produktion fallt ab. Wir haben gezeigt®, daB unter dem EinfluB der 
nekrogenen Hefediit auch die Tiitigkeit der Schilddriise aktiviert ist, 
Es ist noch offen, ob diese Tatsache ursichlich mit der Leberschiidigung 
zusammenhingt. Auf alle Fille diirfte aber durch eine erhéhte Thy. 


roxinausschiittung die Situation der knappen ATP-Reserve weiter ver. 


scharft werden. Ein direkter Zusammenhang mit dem beobachteten 
Absinken des P/O-Quotienten erscheint nach dem oben Angefiihrten 
jedoch nicht wahrscheinlich. 


Zusammenfassung 


1. Unter dem EinfluB einer leberschidigenden Hefediat sinkt der 
P/O-Quotient von Rattenleberhomogenat, beginnend in den ersten Tagen 
der Diatperiode, signifikant ab. 

2. Eine Zugabe von Methionin zur Diit (1°) verhiitete diese Ver. 
minderung des P/O-Quotienten. Die gleiche Wirkung hatte eine Zulage 
von 3 mg DL-«-Tocopherylacetat/Tier/Tag. 

3. Zwischen dem Absinken des P/O-Quotienten in den Leberhomo. 
genaten und dem bekannten Absinken der in-vitro-Atmung von Schnit- 
ten derartiger Lebern besteht eine lineare Korrelation. Je niedriger die 
Qo,-Werte der Schnitte, bezogen auf den Stickstoffgehalt, sind, um so 
niedriger liegen die P/O-Quotienten der Homogenate. 


Summary 


1. Under the influence of a liver-damaging yeast diet the P/O ratio 
of rat liver homogenate decreases significantly, beginning in the first 
days of the diet period. 

2. Addition of methionine to the diet (1°) prevented this decrease 
of the P/O ratio. The addition of 3 mg DL-x-tocopheryl acetate /animal 
day had the same effect. 

3. A linear correlation exists between the decrease of the P/O ratio 
in liver homogenates and the known decrease of the in vitro respiration 
of slices of similar livers. The lower the Qo,-values (based on the nitrogen 
content) of the slices, the lower the P/O ratios of the homogenates. 


Prof. Dr. A. Hock, Institut fiir Tiererndhrungslehre der Humboldt-Universitat, 
Berlin N 4, Invalidenstr. 42. 
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Die Leukodystrophie, Typ Scholz, 
(metachromatische Form der diffusen Sklerose) 
als Sphingolipoidose 
(Cerebrosid-schwefelsdureester-Speicherkrankheit) 
Von 
Horst Jatzkewitz 


Aus der Biochemischen Abteilung (Leiter: Priv.-Doz. Dr. H. Jatzkewitz) 
der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie (Max-Planck-Institut), Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Januar 1960) 


Professor W. Scholz zum 70. Geburtstag 


In einer kurzen Mitteilung! wurde von einer genetisch be- 
dingten menschlichen Erkrankung berichtet, die sich im Gehirn in 
diffusen Entmarkungen iuBert. Beim Zerfall der Markscheiden treten 
inden Abriiumzellen nicht die normalen sudanophilen Abbaustoffe auf, 
sondern Produkte, die den Sudanfarbstoff: nur schwach aufnehmen 
und daher ,,Prilipoide““ genannt wurden: Eine ,,Funktionsuntiichtig- 
keit’’ der abriumenden Gliazellen sollte die Umwandlung der Priili- 
poide in die sudanophilen Abbau-Lipoide verhindern?. Das Krankheits- 
bild wurde 1925 von W. Scholz? erstmalig eingehend beschrieben und 
danach Leukodystrophie, Typ Scholz, genannt. 

Diese Priilipoide firben sich histologisch mit basischen Anilin- 
farbstoffen ,,metachromatisch***. In der kurzen Mitteilung wurde 
berichtet, daB die von v. Hirsch und Peiffer? beschriebene meta- 
chromatisch braune Firbung mit Kresylviolett in essigsaurer Losung 
auch mit der ather- und acetonschwerléslichen Lipoidfraktion (friiher 
.Protagon*-Fraktion genannt) der Markscheidenzerfallsprodukte auf 
Filterpapier erhalten wird. Weiterhin wurde zur Differenzierung der 
Protagonfraktion, die nahezu alle Sphingolipoide enthalt, eine papier- 
chromatographische Trennung der Sphingolipoide beschrieben; mit 
ihrer Hilfe konnte durch vergleichende Untersuchungen  gezeigt 
werden, da die Leukodystrophie, Typ Scholz, nicht, wie vielfach an- 
genommen, eine reine Entmarkungskrankheit, sondern eine Thesauris- 
mose ist, wie schon Peiffer® und andere (s. |.c.*) vermutet hatten. 


1 H. Jatzkewitz, diese Z. $11, 279 [1958]. 

2 W. Scholz, Z. Neurol. 99, 651 [1995]. 

3 Th. v. Hirsch u. J. Peiffer, Arch. Psychiatrie 194, 88 [1955]. 

* Unter ,,Metachromasie* versteht man in der Histologie ,,die Anderung des 


_ Absorptionsspektrums eines Farbstoffes bei Verbindung mit bestimmten Gewebs- 


elementen** (P. Ehrlich [1877]). 
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Es werden Cerebrosid-schwefelsiiureester gespeichert. Inzwischen curch. 
gefiikrte Untersuchungen’ haben ergeben, dali es sich um Ester des 
Cerebrons und Kerasins handelt. 

Diese zunichst nur auf qualitativ-analytischer Grundlage gemachte 
Aussage wurde durch quantitative Angaben erginzt® und spiter voy 
Austin® bestitigt. Im folgenden wird die Ausdehnung der Unter. 
suchungen auf andere Entmarkungskrankheiten und Markfaserunter. 
giinge bei Erweichungen geschildert: es werden die experimenitellen 
Einzelheiten beschrieben und die Ergebnisse besprochen. 

Neben den haufigeren kindlichen Leukodystrophie-Féallen wurde 
auch ein Beispiel der selteneren Erwachsenen-Fiille untersucht, dic sich 
klinisch von den kindlichen dadurch unterscheiden, daB bei wesentlich 
lingerem Verlauf schizophrenie- und paralyseihnliche Bilder auftreten 
kénnen, wiihrend kindliche Fille durch grobe neurologische Stérungen 
(Spastik. Verlust der Sinnesfunktion) ausgezeichnet sind’. Morpholo. 
gisch dagegen unterscheiden sich die Erwachsenen-Fille nicht von den 
kindlichen’?. Entsprechend wurde auch bei einem Erwachsenen-Fall ein 
stark erhéhter Lipoid-Schwefel-Gehalt in der Sphingolipoidfraktion 
gefunden. 


Material und Methodik 


Die in Tab. 1 charakterisierten Leukodystrophie- und Kontrollgehirne aus 
der Hirnpathologischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychia- 
trie wurden untersucht. 

Materialaufarbeitung 
a) Fiir gré6Bere Mengen Gehirnsubstanz 

Die im folgenden geschilderte Aufarbeitung vollzieht sich fiir Mark und 
Rinde stets in gleicher Weise. Sie wird daher nur einmal am Beispiel einer Auf. 
arbeitung von normalem Mark beschrieben: 

Das Mark — in pathologischen Fallen das zerfallene, wenn notig, histologisch 
iiberpriifte Mark — wird von Hand méglichst sorgfaltig von der Rinde getrennt 
und in einem verschniirten Mulltuch etwa 12 Stdn. von Leitungswasser (12° 
durchstrémt, um das Formalin zu entfernen. Danach werden die Gewebestiicke 
sorgfaltig zwischen Filterpapier getrocknet und ausgewogen (Frischgewicht: 38 g). 
Man 1a8t sie nun in die Mitte des Starmix-Bechers auf das schnell rotierende 
Messer fallen und erhalt so ein sehr feines Gewebegranulat, das im Soxhlet extra. 
hiert wird. 

38 g Mark werden im Soxhlet 4 Stdn. mit 120 ml Aceton (Lésung A), 4 Stdn. 
mit 100 ml Ather (Lésung B) und 6 Stdn. mit 100 m/ Methanol/Chlorotorm 2:1 
(Losung C) extrahiert und die Losungsmittel im Vak. unter Stickstoff abgedampft. 
Der Riickstand von Lésung A wird 3mal mit Ather und 2mal mit wemg Aceton 
im Zentrifugenglas verriihrt und jedesmal zentrifugiert. Nach dem Trocknen und 
Zerreiben im Morser werden 1,54 g Sphingolipoidfraktion ¢, als weiBes Pulver er- 
halten. Ebenso, aber mit weniger Ather, werden aus dem Kiickstand von Lésung 
C 1,16 g Sphingolipoidfraktion c, als schwach gelbes Pulver erhalten. 


1H. Jatzkewitz,. diese Z., im Druck. 
®° H. Jatzkewitz, Vortrag auf dem III. Internat. Symposium fiir Neuro- 
chemie am 27. 8. 1958 in StraBburg; erscheint demnachst im Druck. 
6 J. H. Austin, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 100, 361 [1959]. 
* J. Peiffer, Arch. Psvchiatrie 199, 386 [1959]. 
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Tab. 1. Untersuchungsmaterial (bezieht sich auch auf die l.c.! aufgefiihrten Falle). 









































Dauer | Tod im | Jahre in 
Histologischer Befund Diagnose | Patient | des Pro- | Alter v. |Formalin 
zesses* | (Jahren) | gelagert 
M. 21 J. 5 14 
Markscheidenzerfall Leuko- K. oJ. 34, 3 
mit verzogertem meta- dystrophie, ~ 
chromatischem Abbau Typ Scholz Me. 1!/, J. 2) It 
; mindest. | 4-1, 
Ss. 4 J. 351, vr 
i — 5% : 
Littlesche G. »72 13 
Histologisch normale Krankheit H. see 6 14 
Markscheiden 3 
Mongoloide R 7 4 14 
Idiotie . 
Marksch.-Zerfall mit ver- Leuko- 
zogertem nicht-metachro- | dystrophie, We Mads {f 5 
matischem Abbau Typ Krabbe 
' " . L. 1 Mon. 68 8 
Marksch.-Zerfall mit Erwei- = : 
sudanophilem Abbau chungen 4 versch. 1—3 Mon.| 50—70 | ™e!st 
Falle 8 

















* Vom Auftreten der ersten klin. Symptome bis zum Tod. 


Frakt. c, enthalt mehr Cerebroside, c, mehr Sulfatide, daher ist bei der Leuko- 
dystrophie, Typ Scholz, das Verhaltnis von c, zu c, zvugunsten von c, verschoben. 

Papierchromatographische Untersuchungen werden sowohl mit c, und c, als 
auch mit ¢, + c, (anteilmaBig gemischt) = ¢ vorgenommen. Schwefeldoppelbestim- 
mungen wurden vom Mikroanalytischen Laboratorium Dr. Ing. A. Schoeller in 
Kronach/Obfr. nach Carius nur mit c, das sich in Methanol/Chloroform 2:1 klar 
lisen muB, durchgefiihrt und z. T. vom Mikroanalytischen Laboratorium A. Bern- 
hardt, Miihlheim (Ruhr), der nach einer anderen Methode (Reduktion von SO,°° 
und jodometrische Bestimmung des gebildeten S?°) arbeitet, wiederholt. Alle Er- 
gebnisse beziehen sich auf c¢. ; 

Der Riickstand von Lésung B und den Atherwaschungen von ¢, und c, ergibt 
das Atherlésliche (2g). Der Geweberiickstand wiegt nach dem Trocknen 6 g. 

b) Fir kleinere Mengen Gehirnsubstanz 

Kleinere Mengen Gehirnsubstanz (Pat. 8. 1,32 g 
gendermaBen aufgearbeitet : 

Das von Hand méglichst sorgfaltig von der Rinde getrennte Mark wird, wie 
schon beschrieben, gewaschen, getrocknet und gewogen (Frischgewicht). Danach 
wird es im Morser mit fester Kohlensaure sehr fein zerrieben und durch 48stdg. 
Stehenlassen bei etwa 20° iiber P,O; bei 10~? Torr entwassert (Gewebe-Trocken- 
gewicht). Das Trockenpulver wird im Soxhlet 6 Stdn. mit Methanol/Chloroform 
extrahiert, das Lésungsmittel unter N, abgedampft und der Extraktionsriickstand 
(Gesamtlipoidextrakt) 3mal mit Ather (Atherlésliches) und 3mal mit wenig Aceton 
im Zentrifugenglas gewaschen. Zuriick bleibt die Sphingolipoidfraktion c. 


; Pat. W. 3,75 g) werden fol- 


Ubertragung der histologisch beobachteten Metachromasie 
auf Filterpapier 
30 y der Fraktion c, in Methanol/Chloroform-Lésung 2:1 werden als Fleck von 
etwa 7mm Durchmesser auf Filterpapier aufgetragen. Das Papier wird 10 Min. 
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Es werden Cerebrosid-schwefelsiiureester gespeichert. Inzwischen durch. 


gefiihrte Untersuchungen‘ haben ergeben, dali es sich um Ester des [ 


Cerebrons und Kerasins handelt. 


Diese zunichst nur auf qualitativ-analytischer Grundlage gemachte 
Aussage wurde durch quantitative Angaben erganzt® und spiter von} 


Austin® bestatigt. Im folgenden wird die Ausdehnung der Unter. 
suchungen auf andere Entmarkungskrankheiten und Markfaserunter. 
giinge bei Erweichungen geschildert: es werden die experimentellen 
Einzelheiten beschrieben und die Ergebnisse besprochen. 


Neben den hiaufigeren kindlichen Leukodystrophie-Fallen wurde 
auch ein Beispiel der selteneren Erwachsenen-Fille untersucht, die sich 
klinisch von den kindlichen dadurch unterscheiden, daB bei wesentlich 
langerem Verlauf schizophrenie- und paralyseihnliche Bilder auftreten 
kénnen, wahrend kindliche Faille durch grobe neurologische Stérungen 
(Spastik, Verlust der Sinnesfunktion) ausgezeichnet sind’. Morpholo. 
gisch dagegen unterscheiden sich die Erwachsenen-Fille nicht von den 
kindlichen’. Entsprechend wurde auch bei einem Erwachsenen-Fall ein 
stark erhéhter Lipoid-Schwefel-Gehalt in der Sphingolipoidfraktion 
gefunden. 


Material und Methodik 


Die in Tab. 1 charakterisierten Leukodystrophie- und Kontrollgehirne aus 
der Hirnpathologischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychia. 
trie wurden untersucht. 


Materialaufarbeitung 
a) Fir gr6Bere Mengen Gehirnsubstanz 

Die im folgenden geschilderte Aufarbeitung vollzieht sich fiir Mark und 
Rinde stets in gleicher Weise. Sie wird daher nur einmal am Beispiel einer Auf. 
arbeitung von normalem Mark beschrieben: 

Das Mark — in pathologischen Fallen das zerfallene, wenn nétig, histologisch 
iiberpriifte Mark — wird von Hand mdglichst sorgfaltig von der Rinde getrennt 
und in einem verschniirten Mulltuch etwa 12 Stdn. von Leitungswasser (12°) 
durchstrémt, um das Formalin zu entfernen. Danach werden die Gewebestiicke 
sorgfaltig zwischen Filterpapier getrocknet und ausgewogen (Frischgewicht: 38 g). 
Man 1a8t sie nun in die Mitte des Starmix-Bechers auf das schnell rotierende 
Messer fallen und erhalt so ein sehr feines Gewebegranulat, das im Soxhlet extra- 
hiert wird. 

38 g Mark werden im Soxhlet 4 Stdn. mit 120 mi Aceton (Lésung A), 4 Stdn. 
mit 100 ml Ather (Lésung B) und 6 Stdn. mit 100 m/ Methanol/Chlorotorm 2:1 
(Lésung C) extrahiert und die Lésungsmittel im Vak. unter Stickstoff abgedampft. 
Der Riickstand von Lésung A wird 3mal mit Ather und 2mal mit wenig Aceton 
im Zentrifugenglas verriihrt und jedesmal zentrifugiert. Nach dem Trocknen und 
Zerreiben im Morser werden 1,54 g Sphingolipoidfraktion c, als weiBes Pulver er- 
halten. Ebenso, aber mit weniger Ather, werden aus dem Kiickstand von Lésung 
C 1,16 g Sphingolipoidfraktion c, als schwach gelbes Pulver erhalten. 

4H. Jatzkewitz, diese Z., im Druck. 

5 H. Jatzkewitz, Vortrag auf dem III. Internat. Symposium fiir Neuro- 
chemie am 27. 8. 1958 in StraBburg; erscheint demnachst im Druck. 

6 J. H. Austin, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 100, 361 [1959]. 

* J. Peiffer, Arch. Psychiatrie 199, 386 [1959]. 
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Dauer | Tod im | Jahrein 
Histologischer Befund Diagnose | Patient | des Pro- | Alter v. |Formalin 
zesses* | (Jahren) | gelagert 
M. 244d 5 14 
Markscheidenzerfall Leuko- K. 2 J. 3, 3 
mit verzogertem meta- dystrophie, 
chromatischem Abbau Typ Scholz Me. | 1'/2d 21% 11 
: indest.} 9-1, 
en [oe 
Littlesche G. dns 5% 13 
Histologisch normale Krankheit H. sal 6 14 
heid 
-_ Mongoloide R ie 4 14 
Idiotie ; 
Marksch.-Zerfall mit ver- Leuko- 
zogertem nicht-metachro- | dystrophie, W. 1 J. 3/4 5 
matischem Abbau Typ Krabbe 
; 7 L. 1 Mon. 68 8 
Marksch.-Zerfall mit Erwei- : 
sudanophilem Abbau chungen 7 —— 1—3 Mon.| 50—70 — 
alle ‘ 


* Vom Auftreten der ersten klin. Symptome bis zum Tod. 


Frakt. c, enthalt mehr Cerebroside, c, mehr Sulfatide, daher ist bei der Leuko- 
dystrophie, Typ Scholz, das Verhaltnis von c, zu c, zugunsten von c, verschoben. 

Papierchromatographische Untersuchungen werden sowohl mit c, und c, als 
auch mit ¢, + ¢, (anteilmaBig gemischt) = c vorgenommen. Schwefeldoppelbestim- 
mungen wurden vom Mikroanalytischen Laboratorium Dr. Ing. A. Schoeller in 
Kronach/Obfr. nach Carius nur mit c, das sich in Methanol/Chloroform 2:1 klar 
lésen muB, durchgefiihrt und z. T. vom Mikroanalytischen Laboratorium A. Bern- 
hardt, Miihlheim (Ruhr), der nach einer anderen Methode (Reduktion von SO,?° 
und jodometrische Bestimmung des gebildeten S?°) arbeitet, wiederholt. Alle Er- 
gebnisse beziehen sich auf c. 

Der Riickstand von Lésung B und den Atherwaschungen von c, und c, ergibt 
das Atherlésliche (2g). Der Geweberiickstand wiegt nach dem Trocknen 6 g. 


b) Fiir kleinere Mengen Gehirnsubstanz 

Kleinere Mengen Gehirnsubstanz (Pat. S. 1,32 g; Pat. W. 3,75 g) werden fol- 
gendermaBen aufgearbeitet : 

Das von Hand méglichst sorgfaltig von der Rinde getrennte Mark wird, wie 
schon beschrieben, gewaschen, getrocknet und gewogen (Frischgewicht). Danach 
wird es im Morser mit fester Kohlensaure sehr fein zerrieben und durch 48stdg. 
Stehenlassen bei etwa 20° iiber P,O; bei 10~? Torr entwassert (Gewebe-Trocken- 
gewicht). Das Trockenpulver wird im Soxhlet 6 Stdn. mit Methanol/Chloroform 
extrahiert, das Lésungsmittel unter N, abgedampft und der Extraktionsriickstand 
(Gesamtlipoidextrakt) 3mal mit Ather (Atherlésliches) und 3mal mit wenig Aceton 
im Zentrifugenglas gewaschen. Zuriick bleibt die Sphingolipoidfraktion c. 


Ubertragung der hintotoagek Derepehteten Metachromasie 
auf Filé¢r papier 

30 y der Fraktion c, in Methanol/Chloroform-Lésung 2:1 werden als Fleck von 

etwa 7 mm Durchmesser auf Filterpapier aufgetragen. Das Papier wird 10 Min. 
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bei 60° in eine Lésung von 0,02 g Kresylviolett in 100 mi lproz. Essigsiure gelegt 


und 10 Min. in dest. Wasser gewaschen. Solange das Papier feucht ist, ergibt der | 


Lipoidfleck aus dem entsprechenden histopathologischen Material dieselbe metg. 
chromatische Anfarbung wie der Schnitt: braun bis rotviolett (auf violettem 
Papiergrund). Bei den Kontrollen wird der Papierfleck auch in feuchtem Zustand 
violett. Nach dem Trocknen ist die Metachromasie nicht mehr deutlich, d. h. Kon. 
trolle und pathologisches Material sind nur noch schlecht voneinander zu unter. 
scheiden. Deutliche Unterscheidung ist wieder méglich, wenn das trockene Filter. 
papier in verd. Essigsiure getaucht wird. 


Papierchromatographie der Sphingolipoide 

Die Chromatographie der Sphingolipoidfraktion c erfolgt mit der Oberphase 
des Lésungsmittelsystems Isoamylalkohol*/n-Butanol/Wasser 27:2,5:10 auf un. 
gewaschenem Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2043b Mgl aufsteigend. Am Start 
werden 30 y Lipoidextrakt aufgetragen. Die inneren Schmalseiten des Chromato. 
graphierbehalters werden mit losungsmittelgetranktem Filterpapier ausgelegt. Die 
Bogen werden nach 14stdg. Ausgleich in der mit dem Lésungsmittel gesittigten 
Atmosphare eingetaucht. Die Laufzeit betragt etwa 20 bis 22 Stdn. bei 20°. Die 
Chromatographie ist weitgehend temperaturunempfindlich. 

Nach dem Trocknen mit dem HeifSluftfén wird das Papier 10 Min. in dest, 
Wasser gelegt, 10 Min. in einer 0,00]proz. wiBr. Rhodamin-B-Lésung®, dann in 
dest. Wasser gebadet und noch feucht unter der UV-Lampe betrachtet: Die Li- 
poide fluoreszieren (Nachweisgrenze bei etwa 3 y/Fleck); daneben ist aber auch 
die Lésungsmittelfront durch eine Fluoreszenzbande gekennzeichnet. 

Die Lipoide kénnen auch mit Kresylviolett in essigsaurer Lésung (siehe vor. 
hergehenden Abschnitt) angefarbt werden. Dabei ist zu beachten, daB die Cere. 
brosid-schwefelsiureester wegen der nach der Chromatographie abnehmenden Kon. 
zentration pro Einheit Papierflache nur noch schwache Metachromasie nach 
Rotviolett zeigen. 


Ergebnisse 

In Tab. 2 wird als Ergiinzung zu der in der kurzen Mitteilung! 
(auf S. 280) gebrachten Tabelle das papierchromatographische Verhalten 
der Sphingolipoidfraktion von weiteren menschlichen Gehirnen mit 
Markscheidenzerfall durch die Leukodystrophie, Typ Scholz, Typ Krabbe 
und Erweichungen in Beziehung zu reinen Vergleichssubstanzen dar. 
gestellt. 

Wenn auch, wie bereits ].c.1 berichtet, ein Teil der geladenen Lipoide 
am Startpunkt bleibt, so ist doch bei allen Fallen von Leukodystrophie, 
Typ Scholz, aus dem Papierchromatogramm die starke Zunahme der 
Cerebrosid-schwefelsiureester in der Sphingolipoidfraktion zu erkennen. 

Um quantitative Aussagen zu machen, wird in Tab. 3 der Schwefel- 
gehalt der Sphingolipoidfraktion von den in Tab. 1 aufgefiihrten nor- 
malen und pathologischen Gehirnen angegeben und der prozentuale 
Anteil der Sphingolipoidfraktion am Hirngewebe-Trockengewicht und 
am Gesamtlipoidextrakt aufgefiihrt. 

Wenn man annimmt, daB der Lipoid-Schwefel-Gehalt im formol- 
fixierten Material unter den Bedingungen dieser Aufarbeitung zu 50% 


8 G. V. Marinetti u. E. Stotz, J. Amer. chem. Soc. 77, 6668 [1955]. 

* Mit einigen ,,Amylalkohol*‘-Handelsprodukten treten héhere Fy-Werte 
auf. Ein geringerer Butanolzusatz im Lésungsmittelgemisch kompensiert diese 
Erscheinung. 
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auf cerebronschwefelsaures Kalium und 50%, auf kerasinschwefelsaures 

Kalium (S-Gehalt der Mischung = 3,41%) zuriickzufiihren ist, dann 

ergibt sich der in Tab. 3 aufgefiihrte prozentuale Cerebrosid-schwefel- 

siureester-Gehalt im Trockengewicht, Gesamtlipoidextrakt und der 

Sphingolipoidfraktion histologisch normaler bzw. zerfallener Mark- 

=f scheiden. 

’ In der Abbildung schlieBlich sind die wesentlichen Werte aus Tab. 3 

craphisch dargestellt. 

ae Man sieht, daB der Unter- 60 
~«{ schied zwischen der Leukody- / I iil 
oi =§ strophie (Scholz) und ander- 
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...) der Bestimmung des Schwe- 
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~f fraktion, am_ schlechtesten 
bei der Berechnung auf das 
Trockengewicht zum  Aus- 





~ 
> 











wS 
S 











% Cerebrosid-schwefelsaureester —a=— 
































Qe 
8 
=F Prozentualer Cerbrosidschwefel- 20 
siureester-Gehalt in der Sphingo- 
lipoidfraktion (I), im Gesamtli- ‘ 
wa poidextrakt (II) und Trockenge- 10 g ba 
«| wicht (III) von histologisch nor- b 
—™ =f malen (A) und durch die Leuko- . g 3 
dystrophie, Typ Scholz (B), Typ 0 ° Pp 
——— } Krabbe (C) und Erweichungen ‘pr n ani GPs 
(D) zerfallenen Markscheiden. iT % af aves 
oo ® 
j. druck kommt. Im Extremfall (Pat. M.) besteht die Sphingolipoid- 
—_— f fraktion zu 60% aus Cerebrosid-schwefelsiureestern gegeniiber etwa 
14%, bei histologisch normalen Markscheiden. 
vs Cumings® hat in Routine-Untersuchungen bei Pat. M. einen Cere- 
~~ | brosid-Gehalt von 3,26 und 3,91 (normal 2,0—2,5) g/100g Frisch- 


gewicht angegeben und findet ihn normal. Er hat dabei iibersehen, daB 
der Cerebrosid-Gehalt aus einer Lipoidzuckerbestimmung errechnet 
wurde und u. a. die Cerebrosid-schwefelsiureester einschlieBt. Berechnet 
man den Sulfatid-Gehalt aus dem S-Gehalt nach Tab. 3, so erhalt man 
die Werte 2,97 und 3,76, d.h. die von Cumings bestimmten ,,Cere- 
broside** sind vollstiindig mit Schwefelsiiure verestert. Dem entspricht, 
daB sich mit der papierchromatographischen Sphingolipoid-Trennung 
(l.c.1, S. 280) keine unveresterten Cerebroside nachweisen lassen, und 


(Material rindehaltig) 


L 

& {| daB mit einer noch leistungsfahigeren Methode (Diinnschichtchromato- 
 . £4 gtaphie nach Stahl‘) nur noch Spurgn von Cerebron zu erkennen 
+] sind. Die papierchromatographisc abellen dieser und der kurzen 
z ‘ Mitteilung sprechen auch bei den weniger extremen Fallen von Leuko- 


® J. N. Cumings u. Th. v. Hirsch, Privatmitteil. (1956). 
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dystrophie (Scholz) dafiir, daB die mit Schwefelsiiure veresterten Cere. 
broside auf Kosten der unveresterten vermehrt sind. Wahrend also bej 
dieser Leukodystrophie im Extremfall (Pat. M.) das Verhaltnis (in %) 
von Sulfatiden zu Cerebrosiden in der Sphingolipoidfraktion 59:0 be. 
trigt, haben wir beim sudanophilen Markzerfall durch Erweichungey 
(Tab. 1, verschied. Fille) einmal* (Saulenchromatographie der Sphingo. 
lipoidfraktion an Kieselgel mit Chloroform/Methanol und Analyse der 
einzelnen Fraktionen) ein Verhiltnis von 13:42 gefunden. 










Diskussion 







Die erstmalige Erkennung von Cerebrosid-schwefelsiureestern als 
Speichersubstanzen bei der Leukodystrophie (Scholz) ging von der 
Beobachtung aus, daB sich die Sphingolipoidfraktion aus dem Lipoid. 
extrakt der zerfallenen Markscheide mit Kresylviolett in essigsaurer 
Lésung auf Filterpapier genau so metachromatisch braun anfirbt, wie 
die sog. Prilipoide im Gewebeschnitt. 

In Ubereinstimmung mit Literaturangaben!® ist die Metachromasie auch 
auf Filterpapier bei Schwefelsaureestern in hoher lokaler Ionenkonzentration 
und Anwesenheit von Wasser am ausgepragtesten; Verhaltnisse, die auch im 
pathologisch verinderten Gewebe vorliegen diirften. 

Die zur weiteren Differenzierung der metachromatisch braun fiarb.- 
baren Lipoide entwickelte papierchromatographische Methode fiir die 
Sphingolipoidfraktion zeigte als Charakteristikum der Leukodystrophie, 














besti 
miss 





















Typ Scholz, eine auBerordentliche Verstiirkung der Substanzflecken vom et 
Ry-Wert 0,23 und 0,34. sider 


Die ersterwaihnte braune Metachromasie und die eben genannten fica 
Rr-Werte geben auch Vergleichspriiparate, die als reine Cerebrosid. nung 
schwefelsiureester bezeichnet wurden". Genauere Untersuchungen! §p,7, 
zeigten, daB die Substanz mit dem Rr-Wert 0,23 dem schon bekannten rewi 
Cerebron-schwefelsaureester, die Substanz mit dem Rr-Wert 0,34 dem Bp.4, 
bisher noch unbekannten Kerasin-schwefelsiureester (und héchstwahr. fiji, 
scheinlich auch Nervon-schwefelsiureester) zuzuordnen ist. Beide Typen Papi 
sind in der histologisch normalen Markscheide vorhanden und bei der Jia\, 
Leukodystrophie (Scholz) vermehrt (s. Tab. 2 und die Tabelle der kurzen Bpyo¢ 
Mitteil.! auf S. 280). y Kra 

Die von Edgar” gefundene geringfiigige Erhéhung des Lipoid-Hexosamin- fienr 
Gehalts und die von Cumings®* angegebene starkere Krhéhung der als Summe 
bestimmten gebundenen Lipoid- und Nichtlipoid-Hexosamin-Menge im Mark- 
Trockengewicht der Leukodystrophie(Scholz)-Falle scheint sekundar bedingt zu auf 

10 L. Lison, Arch. biol. Paris 46, 599 [1935]; O. Bank u. H. G. Bungen. ag 
berg de Jong, Protoplasma 32, 489 [1939]; I. A. Bergeron u. M. Singer, 
J. Biophys. Biochem. Cytol. 4, 433 [1958]. 

11M. Lees, J. Folch, G. H. Sloane Stanley u. 8. Carr, J. Neurochemistry § gisch 
4, 9 [1959]; Y. Fujinou. T. Negishi, Bull. agric. chem. Soc. Japan 21, 225 [1957]. BHeid 

12 G. W. F. Edgar in J. N. Cumings, Cerebral Lipidoses, S. 189, Blackwell 
Scientific Publications, Oxford 1957. {7 [1 
13 J. N. Cumings, ebenda, S. 114. 
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gin; insbesondere diirfte zur Vermehrung des Nichtlipoid-Hexosamin-Anteils die 


Faser-Gliose im zerfallenen Mark beitragen. 
In Ubereinstimmung mit den chromatographischen Ergebnissen 


n Cere. 
also bei 
(in ° 






OV] 






9:() be. feist der Lipoid-Schwefel-Gehalt bei den eben genannten pathologischen 
hunger ff Fillen erhéht, und zwar nicht als allgemeines Charakteristikum beim 
phingo. Markscheidenzerfall, sondern als Spezifikum fiir den Markzerfall durch 





die Leukodystrophie (Scholz). Nun ist zwar ein Teil des Lipoid-Schwefel- 
(ehalts nicht nur auf Cerebrosid-schwefelsiureester, sondern auch auf 
die schwefelhaltigen Aminosiuren von Proteolipiden’ zuriickzufiihren, 
doch kann ihr Anteil nach Formolfixierung und Aufarbeitung nur 
wring sein, so da8 man im Hinblick auf die chromatographischen Er- 
webnisse aus dem Lipoid-Schwefel-Gehalt die Cerebrosid-schwefelsiure- 
eter-Menge, bezogen auf Trockengewicht, Gesamtlipoidextrakt und 
sphingolipoidfraktion errechnen kann. Dabei folgt aus der Abbildung, 
daB sich der Unterschied bei der Speicherung von Sphingolipoiden natur- 
gmiB am deutlichsten in der Sphingolipoidfraktion, weniger scharf im 
(esamtlipoidextrakt und am wenigsten bei Bezug auf das Trocken- 
yewicht bemerkbar macht; auf Frisch- und Trockengewicht aber be- 
iiehen sich im allgemeinen die Routine-Lipoidbestimmungen bei patho- 
lgischen Gehirnen. 

Unsere Untersuchungen zeigen deutlich, daB die Routine-Lipoid- 
bestimmungen in der Hirnpathologie wesentlich verfeinert werden 
missen, wenn sie von gré8erem diagnostischem Wert sein sollen. Es 
wurde schon mehrfach darauf hingewiesen!* und hier am Beispiel einer 
Cerebrosid-Analyse (S. 271) gezeigt, daB die Bestimmung von Cerebro- 
siden aus dem reduzierenden Zuckeranteil nach der Hydrolyse des 
annten Fiesamtlipoidextrakts zu falschen Schliissen fiihrt, da8 eine Vortren- 
brosid- Fung des Gesamtlipoidextrakts notwendig ist!*, und daB sogar der 
ingen‘ FRezugspunkt des Analysenergebnisses auf Gehirn-Feucht- und Trocken- 
rare sewicht!7, Gesamtlipoidextrakt oder Lipoidfraktion von diagnostischer 
+ dem B3edeutung sein kann. Denn im Falle unserer Leukodystrophie geben 
twahr- Bie Ubertragung der Metachromasie der Sphingolipoidfraktion auf 
Typet BPapier, die papierchromatographische Auftrennung der Sphingolipoid- 
ei det Fiaktion und die quantitative Schwefelbestimmung im Frisch- und 
kurzen Trockengewicht menschlicher Gehirne diagnostisch nur in extremen 
Krankheitsfiillen positive Resultate, und das vielleicht nur, wenn die Er- 
sami: Fkennung im Schnitt ohnehin méglich ist. Diagnostisch wichtig ware 
—— eine Cerebrosid-schwefelsaiureester-Bestimmung in bezug 
ingt zu auf die Sphingolipoidfraktion. Sie kénnte in Fallen von Markzerfall 
fraglicher Genese klirend wirken. Sie kénnte aber auch zur Atiologie 
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inger, M4 J. Folch u. M. Lees, J. biol. Chemistry 191, 807 [1951]. 

; 15 Vgl. z.B. E. Klenk in Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handbuch der physiolo- 
mistry Frisch. und pathologisch-chemischen Analyse, Bd. III/2, 8. 954, Springer Verlag, 
[1957]. Heidelberg 1955. 

uckwell 16 Vg). z.B. E. u. L.Svennerholm, Scand. J. Clin. Laborat. Invest. 10, 
97 [1958]. 

17 Vgl. A. Tingey, J. Neurochemistry 3, 230 [1959]. 
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der Leukodystrophie (Scholz) beitragen, wenn man nicht nur, wie ¢ 
hier geschehen ist, zerfallenes Mark, sondern auch die _histoiogisc) 
intakten Hirnteile der Verstorbenen untersucht. Der Grund dafiir jg 
folgender: 

Histologisch wurden die Sulfatide immer in der Mikroglia gesehen, 
einer Zellart, die nur bei zerfallender Markscheide proliferiert und die 
Zerfallsprodukte abraumt. Scholz als Entdecker dieser Krankheit spraci 
daher von einer Funktionsuntiichtigkeit der (Mikro-)Glia, die y. 
genannten Pralipoide (,,Pralipoide‘‘ wurden die Sulfatide damals genann, 
weil sie durch ihren stark hydrophoben Molekiilanteil die histologisc 
benutzten Sudan-Fettfarbemittel nur schwach aufnahmen) in die no. 
malen sudanophilen Abbaulipoide umzuwandeln. Manche Histologe 
erértern also eine Stoffwechselstérung der Mikroglia, die als Folge eing 
Markzerfalls unbekannter Genese auftritt. 

Wenn man annimmt, da auch der Markscheidenzerfall durch die 
Sulfatidspeicherung verursacht wird, dann ist auch ein héherer Sulfatid. 
Gehalt in den histologisch intakten Teilen der gleichen Gehirne zu er. 
.warten. Dafiir sprechen die starke Zunahme der Schwefelsaureester im 
,xtremfall M. (s. Tab. 3), die durch eine allein die Mikroglia betreffende 
Abbaustérung nicht zu erkliren ist, sowie neuere histologische Stu. 
flien*. Dafiir spricht aber auch, da sich eine genetisch bedingte Stoff. 
wechselst6rung normalerweise omnizellulir auBert* und auch die Sul. 
fatide betreffen wird, die sich als Marksubstanzen (vgl. l.c.1, S. 28) 
und 6. Spalte der Tab. 3 dieser Mitt.) in der intakten Struktur be. 
finden. Jede Stérung im Stoffwechsel der Sufatide wird sich also auch 
primar am Mark auswirken. 

Unter der Voraussetzung, daB die Sulfatide ebenso wie die Cere. 
broside Markscheidenbausteine sind, ist eine Stérung der Myelinstruk- 


tur beim Uberangebot von Sulfatiden sowohl durch Verdringung, kf‘ 


auct’’ durch die saure Natur der Speichersubstanzen miglich. Es ist 
aber auch denkbar, daB die Vermehrung der strukturnotwendigen Sul- 
fatide auf Kosten der strukturnotwendigen Cerebroside erfolgt, so dai 
die Markscheide schlieBlich an Cerebrosidbaustoffmangel zugrunde geht. 

Die zuletzt genannte Ursache, der wir die gréBte Bedeutung bei- 
messen, setzt einen biogenetischen Zusammenhang zwischen Cerebm- 
siden und ihren Schwefelsiureestern voraus, der im einfachsten Fall 
durch direkten Ubergang der Sulfatide in die Cerebroside bedingt sein 
kénnte. Fiir diesen Zusammenhang spricht: 

1. Die Auffindung des Kerasin- (und héchstwahrscheinlich auch 
Nervon-)schwefelsiureesters‘, weil damit gezeigt wird, da8 sich die. 
selben Fettsiuren, die zum Aufbau der Cerebroside dienen, bei den 
Schwefelsaureestern wiederfinden. 

2. Das reziproke Mengenverhiltnis, in dem Cerebroside und ihr 
Schwefelsiureester in unseren Untersuchungen auftreten. Es wurd! 

18 Vgl. z.B. die Ubersicht von N. Zéllner, Dtsch. med. Wschr. 88, 60) 
688 [1958]. 
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r, wie ef allerdings aus den chromatographischen Daten geschitzt und nur im 
tologiscy§ Vergleich zweier Fille (S.272) quantitativ bestimmt. Weitere Unter- 
dafiir jy suchungen dariiber sind im Gange. 


Die Diskussion des biogenetischen Zusammenhangs zwischen beiden 
gesehen, Stoffklassen bezog sich auf den Sulfatid-Abbau, weil als eigentliche 
und die (rsache der Erkrankung in Analogie zu anderen, dem rezessiven Erb- 
it sprach yang folgenden einfachen Stoffwechselstérungen'® eine Stérung der 
die ». gen-abhingigen Synthese des sulfatid-abbauenden Enzyms ,,Cerebrosid- 
genannt,§ wlfatase« angenommen wird. 
r= Die Vermehrung einer Stoffklasse durch eine Abbaustérung setzt 
le Do +» Turnover voraus. Radin und Mitarbeiter!® konnten aber im Ge- 
mie him von Ratten kein solches fiir Sulfatide nachweisen. Sie zeigten, 
“© eines 8 85$02° und ™C-Galaktose auch noch bei alteren Tieren in die 
_ ff Sulfatide eingebaut werden, daB aber im Laufe des Lebens keine Ver- 
3, a de dinnung der Aktivitat durch unmarkierte Sulfatide erfolgt. Sie schlieBen 
ultatid. daraus, daB die Cerebrosid-schwefelsiureester im Laufe des Lebens zu- 
¢ 2 ef iechmen. Nach unserer Meinung kommt die scheinbar unverstindliche 
mab? Iunahme, die iibrigens auch fiir andere Marksubstanzen postulier 
“~ fende wird, durch die Versuchsanordnung bei Substanzen mit geringer 
o tak Turnover zustande: Dem synthetisierenden Enzym wird ein Substrat 
die r \ baustein mit voriibergehend relativ hoher Aktivitét angeboten, so da 
ut das Syntheseprodukt bald schwach markiert ist, wihrend das abbauend 
fA 8. “4 Enzym statistisch ein gering markiertes Substrat abbaut, dessen Akti 
~ ' vititsverlust bei niedriger Umsatzzahl innerhalb der MeBfehlergrenze 
oe liegt. Untersuchungen, diese Erklirung zu iiberpriifen, wurden’ ein- 
geleitet. 

Wie aus Tab. 3 zu entnehmen ist, kénnen die Cerebrosid-schwefel- 
siureester im Extremfall (Pat. M.) bis zum fast fiinffachen des Normal- 
gehalts ansteigen. Damit reiht sich die Leukodystrophie, Typ S~holz, 
als Sphingolipoidose zwanglos in die Reihe der anderen beka..nten 
Sphingolipoidosen wie Niemann-Picksche Erkrankung, Amaurotische 
Je geht. Idiotie und Gauchersche Erkrankung ein. 
ing bei- Man fragt sich, warum gerade die Stérung im Lipoidstoffwechsel 
‘erebr-§ der Sphingolipoide unter den genetisch bedingten Lipoid-Speicher- 
on Fall krankheiten so bevorzugt ist, da doch so verschiedenartige Enzyme an 
gt: sein ihrem Auf- und Abbau beteiligt sind. Eine mégliche Erklirung ist die, 
daB die Anhiufung dieser relativ inerten Stoffwechsel-Endprodukte 
h auch} nicht sofort als Letalfaktor wirkt, sondern ein Leben des Individuums 
ch die.| iber langere Zeit erlaubt. 
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pei den Der Deutschen Forschungsgemeinschaft bin ich fir finanzielle Hilfe, 

Frau U. Wolf-Lenz und Frau M. Sell-Mod1 fir technische Unterstiitzung dank- 

nd. ihre bar. Besonderen Dank schulde ich Frau Dr. M. B. Lees und Herrn Dr. Y. Fujino 
wurde fir die Uberlassung von Vergleichssubstanzen. 


88, 604, 19 N.S. Radin, F. B. Martin u. J. R. Brown, J. biol. Chemistry 224, 499 
[1957]. 
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Zusammenfassung 


Die Leukodystrophie, Typ Scholz, ‘ist eine genetisch bedingte 
menschliche Erkrankung, die sich im Gehirn in diffusen Entmarkungen 
auBert. Bei Zerfall der Markscheide treten charakteristische, sich meta. 
chromatisch fairbende Abbauprodukte auf, die als Cerebrosid-schwefel. 
sdureester erkannt wurden. 

Untersuchungen an zerfallenen Markscheiden im Vergleich mit 
Kontrollfallen (histologisch normale Markscheiden, Markscheidenzerfal| 





durch die Leukodystrophie, Typ Krabbe, und Erweichungen) ergaben, 
daB die auch als normale Markbestandteile vorkommenden Cerebrosit. 
schwefelsiureester im zerfallenen Mark der pathologischen Gehirne jy 
bis zu fiinfmal gréBerer Menge enthalten sind. 

Ihre Speicherung wurde durch ein neu entwickeltes papierchromato. 
graphisches Verfahren zur Auftrennung der in Ather und Aceton 
schwerléslichen Sphingolipoid-( = Protagon-)Fraktion erkannt und durch 
Lipoid-Schwefelbestimmungen bestitigt. 

Dabei machte sich der Unterschied im Cerebrosid-schwefelsiure. 
ester-Gehalt zwischen Leukodystrophie (Scholz)- und Vergleichsfillen 
am starksten in der Sphingolipoidfraktion, am schwachsten beim in 
Routine-Lipoid-Bestimmungen iiblichen Bezug auf das Gehirn-Trocken. 
und Frischgewicht bemerkbar, was bei cerebralen Sulfatidbestimmungen 
fiir diagnostische Zwecke zu beachten ist. 

Als Ursache fiir den Zerfall der Markscheide wird in Uberein- 
stimmung mit anderen, dem rezessiven Erbgang folgenden Erkrankungen 
eine Stérung der gen-abhangigen Synthese des Cerebrosid-schwefelsiure. 
ester-abbauenden Enzyms, der Cerebrosid-sulfatase, diskutiert. Die da- 
durch eintretende Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Cerebro. 
siden und Cerebrosid-schwefelsiiureestern zuungunsten der Cerebroside 
wird als Hauptgrund fiir den Markscheidenzerfall angesehen. 

In biochemischer Sicht reiht sich die Leukodystrophie, Typ Schol, 
als Sphingolipoidose zwanglos in die Reihe der schon bekannten Sphingo. 
lipoidosen wie Niemann-Picksche Erkrankung, Amaurotische Idiotie 
und Gauchersche Erkrankung ein. 


Summary 


Leucodystrophy (Scholz’ type), is a gene dependent human disease, 
which manifests itself in the brain by a diffuse demyelination with 
characteristic metachromatically staining breakdown products, which 
were demonstrated to be cerebroside sulphuric acid esters. 

Studies of disintegrated myelin sheaths have shown, that these 
sulphatides which occur in normal white matter, are formed in up to five 
fold higher amounts than in controls (histologically normal myelin 
sheaths, {myelin sheaths affected by leucodystrophy [Krabbe’s type! 
and cases of cerebral softening). 
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The storage of these compounds has been detected by a new paper 
chromatographic technique for the separation of the sphingolipid 
(protagon) fraction sparingly soluble in ether and acetone, and has 
heen confirmed by lipid sulphur determinations. 

The difference between the cerebroside sulphuric acid ester content 
in eucodystrophy (Scholz) and the controls appeared most significant in 
the sphingolipid fraction, and least marked when it was related to 
the dry and fresh brain weight, as in routine lipid determinations. 
This has to be considered when cerebral sulphatide determinations are 
wed for diagnosis. 

In agreement with other diseases which are transmitted by a reces- 
ive gene, a block of the gene dependent synthesis of the cerebroside 
alphuric acid ester degrading enzyme, the cerebroside sulfatase, is 
discussed as the cause for the degeneration of the myelin sheath. The 
resulting shift of the equilibrium between cerebrosides and cerebroside 
ulphuric acid esters does not favour the cerebrosides. This is assumed 
to be the main reason for the disintegration of the myelin sheath. 


Biochemically, Scholz’type of leucodystrophy belongs to the group 
of already known sphingolipoidoses such as Niemann-Pick’s disease, 
amaurotic idiocy and Gaucher’s disease. 


Doz. Dr. H. Jatzkewitz, Deutsche Forschungsanstalt fiir: Psychiatrie, Miinchen 
33, KraepelinstraBe 2. 
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Schnellbestimmung yon Zink in biologischem Material 
Von 
H. Keller, unter Mitarbeit von W. Grashoff 
Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie und Physikochemie der Universitit Kiel 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Dezember 1959) 
Herrn Prof. Dr. H. Netter zum 60. Geburtstag gewidmet 


Zur Bestimmung von Zink in biologischem Material darf als sicherstes Ver. 
fahren die Methode von Weitzel und Fretzdorff! angesehen werden. Die Av. 
arbeitung des Materials bis zur eigentlichen, polarographischen Bestimmung er. 
fordert hierbei eine gréBere Zahl von Arbeitsgangen: 

1. Feuchte Mineralisierung mittels H,SO,/H,O0, oder HNO,/H,0O,; 2. Auf. 
nahme der klaren, mineralisierten Lésung in einen alkalischen Tartratpuffer, die 
anschlieBend auf px 5,5 titrimetrisch eingestellt wird; 3. fiinfmaliges Ausschiitteln 
mit Dithizon in CCl,; 4. Abdestillieren des CCl,; 5. Mineralisieren des Dithizonat. 


Riickstandes mittels H,SO,/H,0,; 6. Riickstand mehrmals in Wasser aufnehmenf 


und abdampfen um das H,O, zu vertreiben; 7. Aufnehmen in alkalischen Tartrat- 
puffer und zur Polarographie vorbereiten (H,-Strom). 

Das zweimalige Mineralisieren und die Dithizonextraktion erfordern bei den 
beschrieberren Schritten den gréBten zeitlichen Aufwand. Zur Vereinfachung des 
Verfahrens haben wir uns bemiiht, durch Benutzung eines anderen Veraschungs. 
verfahrens und eines anderen polarographischen Tragers, einzelne Arbeitsginge 
einzusparen oder zu beschleunigen, ohne dabei von dem Prinzip der polarogra- 

phischen Zinkbestimmung abzugehen. 

Zunachst waihlten wir an Stelle 
der feuchten Mineralisierung die Ver. 
brennung im O,-gefillten Kolben 
nach Schéniger*. Unter der Voraus- 
setzung, daB das Material véllig trocken 
ist, wird so die Veraschung innerhal} 
von Sekunden durchgefiihrt. Metho. 
disch halten wir uns an das Vorgehen 
von Schéniger. Lediglich den Ver 
brennungskolben haben wir verandert: 


An Stelle des itiblichen Schliff-Erlen-§ . 
meyer-Kolben verwenden wir ein Gefal f 


mit seitlichem Stutzen entsprechend 
Abb. 1. 


Das auf ein Filtrierpapier mit}; 


,.Schwanzstreifen“‘ eingewogene Mate- 

rial wird in einem Pt-Kérbchen, das 

in iiblicher Weise iiber einen Platin- 

Abb. 1. Verbrennungskolben. draht am Stopfen befestigt ist, einge- 
klemmt. Der herausragende Schwam 

wird angeziindet und das Kérbcher 

rasch in den vorher mit O, gefiillten Kolben eingefiihrt, und der nicht einge- 


fettete Schliff rasch geschlossen. Beim iiblichen Kolben entstehen dabei gelegent  : 





1G. Weitzel u. A. M. Fretzdorff, diese Z. 292, 212 [1953]. 
2 W. Schéniger, Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 19538, 123. 
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jich Verluste, indem die heiBen metallfiihrenden Gase nach oben entweichen und 
(oder) sich auf der Schlifflache festsetzen, von der sie nur ungeniigend beim 
(ffnen des GefaiBes ins Innere gespiilt werden. Durch den seitlichen Schliffansatz 
yird diese Fehlerquelle ausgeschaltet. 

Die verbrennbare Menge an Untersuchungsmaterial betragt in unserem, etwa 
300ml fassenden Kolben etwa 50 mg. Der Boden des GefaBes ist zur Aufnahme 
des verbrannten Materials, d.h. fiir den vorwiegend in der Kuppel des GefaBes 
niedergeschlagenen weiBen Riickstand, mit 10 m/ 0,5n Oxalsaurelisung bedeckt. 
Nach der Verbrennung wird das Gefa8 kraftig umgeschiittelt. Wenn es, um das 
Jink anzureichern, erforderlich ist, gréBere Mengen als 50 mg zu veraschen, so 
kinnen mehrere Verbrennungen mit derselben Aufnahmelésung durchgefiihrt 


werden. 





80 


\" / 


= 
40 





= 





4bb. 2. Eichkurve. Ordinate: Galvano- 
meterausschlag in mm, Abszisse: y Zink 0 
in 10 ml Tragerlosung. 

(Gerit: Radiometer, Copenhagen, PO-4; 
Finstellung: D = 3, CM = 15, CCC = 3.) 
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Als eigentlichen Trager fiir die Polarographie des Zinks benutzen wir nach 
den Angaben von Knanishu und Rice® eine Ammoniumoxalatlésung. Dem- 
entsprechend wird nach dem Verbrennen und Durchmischen der Ansatz senkrecht 
nach oben gehalten und in den ,,Kragen‘ 1 m/ 13,5n Ammoniaklésung gefiillt. 
Dann wird der Stopfen vorsichtig hochgezogen. Durch den im Innern herrschen- 
den Unterdruck flieBt die Ammoniaklésung quantitativ nach innen. Der Kolben 
wird wieder geschlossen und kraftig geschiittelt. Zur Polarographie durchperlen 
wir die Lésung mit H,-Gas, das durch eine Waschflasche mit In Ammoniak ge- 
drickt wurde. 

Die polarographische Bestimmung von Zink und Eisen in Ammoniumoxalat 
wurde von Knanishu und Rice zur Analyse dieser Metalle in Phosphatiiberziigen 
von Maschinenteilen entwickelt. Dementsprechend. sind Phosphationen kein Hin- 
dernis fiir die Analyse, wie wir durch Phosphatzusitze zu Testanalysen feststellen 
konnten. Auch Ca?®-Ionen bis zu 100 y pro 10 ml Ansatz bewirkten keine Ver- 
inderung hinsichtlich des erfaBbaren Zinks. Die Eichkurve (Abb. 2) zeigt die 
Erfassungsgrenzen. Die Bestimmung ist etwas weniger empfindlich als in dem 
Tartratpuffer, den Weitzel und Fretzdorff benutzten. Die kleinste sicher er- 
faBbare Menge liegt bei 5 y pro 10 ml. Die Tragerlésung kann zwar auch auf 5 ml 
vermindert werden, so da die kleinste erfaBbare Menge dann 2,5 y betragt, doch 
wird bei weniger als 10 ml Tragerlésung die Schwankung der Methode erheblich 
groBer. 
Grundsatzlich besteht die Méglichkeit, neben Zink auch Eisen in demselben 
Ansatz zu bestimmen. Das Halbwellenpotential von Eisen betragt unter den be- 
schriebenen Bedingungen —0,3 V, das von Zink —1,4 V, ist also weit entfernt. 


3 J. Knanishu u. T. Rice, Ind. Engng. Chem. 17, 444 [1945]. 
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Das Eisen wird jedoch bei der trockenen Verbrennung zu Mischoxyden unter. 
schiedlicher Zusammensetzung oxydiert. Da in dem Oxalattrager aber nur di: 
Reduktion von Eisen(ITI) zu Eisen(II) analytisch ausgewertet werden kann, miift 
vor der Eisenbestimmung eine schépfende Oxydation durchgefiihrt werden. Wi; 
haben bisher keine Versuche in dieser Richtung durchgefiihrt. 

Das Halbwellenpotential von Cu betrigt —0,35 V, von Pb —0,5 V, von (y 
—0,74 V und von Co —1,36 V. Wenn das Untersuchungsmaterial gréBere Mengen 
Kobalt enthalt (1,5 y/10 ml Polargraphie-Lésung), so ist das beschriebene Ver. 
fahren nicht anwendbar. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fir eine Sach. 
beihilfe. 


Zusammenfassung 


Eine vereinfachte Methode zur Zinkbestimmung in biologischem Materia] 
wird angegeben. Nach Verbrennung im O,-gefiillten Kolben wird in Ammoniun. 
oxalatlésung polarographiert. 


Summary 
A simplified method for the determination of zinc in biological materials js 


described. After combustion in an O,-filled flask, an ammonium oxalate solution 
is subjected to polarography. 


Priv.-Doz. Dr. Dr. H. Keller, Institut fiir Physiologische Chemie und Physiko. 
chemie der Universitat Kiel, Neue Universitat, Rudolf-Héber-Haus, Bau 12. 
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Jur Konstitution des Zooanemonins und des Herbipolins 


Von 
D. Ackermann und P. H. List 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut und dem Institut fiir Pharmazie 
und Lebensmittelchemie der Universitat Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Februar 1960) 


Zooanemonin, das von Ackermann und Janka! aus Anemonia sulcata iso- 
ert und als Imidazolylessigsiure-dimethylbetain beschrieben wurde, tragt am 
Imidazolring ebenso wie das von Ackermann und List? aus Geodia gigas isolierte 
Amino-hydroxy-dimethyl-purin, das Herbipolin, zwei N-Methylgruppen. In beiden 
Fillen wurde von den Autoren angenommen, da8 die Methylgruppen am gleichen 
Stickstoffatom des Imidazolringes saéBen. 

R. B. Woodward, der das Zooanemonin synthetisierte und eine in allen 
Higenschaften mit diesem iibereinstimmende Substanz erhielt, teilte nun in einem 
personlichen Schreiben mit, daB auf Grund der von ihm durchgefiihrten Synthese 
ind theoretischer Uberlegungen Zooanemonin nicht ein 1.1-Dimethyl-imidazoly]- 
esigsiurebetain, sondern nur die entsprechende 1.3-Dimethylverbindung sein 
kann. Das 1.3-Dimethyl-imidazolium-Kation besitzt die gleiche aromatische Stabi- 
litit wie das Imidazol selbst, wahrend im 1.1-Dimethyl-imidazolium-Ion der 
aromatische Charakter und damit die Stabilitaét sehr geschwacht waren. 

Das gleiche gilt sinngemaB fiir die Konstitution des Herbipolins. In der Tat 
konnten nun auch Pfleiderer® sowie Bredereck und Mitarbeiter* Herbipolin 
synthetisieren und damit zeigen, daB es sich um das Betain des 2-Amino-6- 
hydroxy-7.9-dimethyl-purins, das erste natiirliche Guaniniumbetain, handelt. 

Wir mochten hiermit die Konstitution des Zooanemonins und die des Herbi- 


polins entsprechend richtigstellen. 


Konstitution 
urspriinglich angenommenc richtige 
HC——C—CH, —CO0® HC=—C—CH,—CO0® 
| J i | 
P |@ CH. 
Zooanemonin N N¢ . H,C—N © N—CH, 
N04 CH, N07 
H H 
N C—OF N-—C—0°? 
—- | | o/ fr : | | /PUs 
Herbipolin H,N—C C—NCHs H,N—C C—N 
tl CH o CH 
N-—C—N7Y y 





N—C—N oy, 


Prof. Dr. D. Ackermann, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Wiirzburg, Koellikerstr. 2. 


1 —D. Ackermann u. R. Janka, diese Z. 294, 93 [1953]; D. Ackermann, 
diese Z. 296, 286 [1954]. 
2.D. Ackermann u. P. H. List, diese Z. 809, 286 [1957]. 


3 Briefliche Mitteilung vom 14. 11. 59. 
4 H. Bredereck, O. Christmann u. W. Koser, Chem. Ber. 93, 1206 [1960]. 
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Zur Bestimmung des Serumcholesterins 
bei Hyperbilirubinamie 
Von 


J. Kellen und S. Komar 










- Aus dem Zentrallaboratorium des Kreiskrankenhauses in Levoéa (Leutschau), Tschechoslowakej, 
Vorstand: Dr. med. J. Kellen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22, Februar 196°) 


Die kolorimetrische Bestimmung des Cholesterins im Serum nach Lieber. 


mann und Burchard! hat als Routinemethode im klinischen Laboratorium Ein. rm 


gang gefunden, obwohl ihre diagnostische Bedeutung nicht groB ist. Bilirubin 
stért den Nachweis, da es unter den gleichen Bedingungen Biliverdin bildet?, 
wodurch zu hohe Cholesterinwerte vorgetaiuscht werden. 
Wir haben die Verhaltnisse naher untersucht; wir bestimmten 
1. das Serumcholesterin nach Pearson® und nach Liebermann- Burchard! 
in Parallelversuchen und 
. das Serumcholesterin in den gleichen Seren nach Zugabe bekannter Mengen 
von Bilirubin. 


bo 


trgebnisse 


1. In anikterischen Seren, d. h. mit weniger als 0,6 mg®%, Bilirubin (bestimmt 
nach H. van den Bergh’, betragt die Differenz zwischen den angefihrten Be. 
stimmungsmethoden weniger als 8 mg, bei einer methodischen Streuung von 
+5 mg% (10 Bestimmungen). Bei ikterischen Seren mit Bilirubinwerten von iiber 
1,5 mg% sind die Unterschiede bemerkenswert, wie die Abbildung zeigt. 


Die Bestimmung nach Liebermann-Burchard gibt niedrigere Werte, 

was wir durch teilweise Pracipitation des Bilirubins bei der EnteiweiBung nach 
Bloor mit Alkohol-Ather erklaren, wahrend bei der Methode von Pearson das 
Bilirubin nicht vermindert wird. 
2. Die Zugabe von 1—3 mg%, reinem Bilirubin ergibt bei beiden Methoden 
einen Anstieg der gemessenen Cholesterinwerte um 10—12 mg% je mg%, Bili- 
rubin. Bei stark ikterischen Seren (6 mg®/, Bilirubin) sind also von dem Ergebnis 
80—100 mg%, abzuziehen. Fiir exaktere Bestimmungen empfiehlt sich die Titra- 
tion nach Schmidt-Thomé®. 











1 C. Liebermann, Ber. dtsch. chem. Ges. 18, 1803 [1885]; H. Burchard, 
Dissertat. Rostock 1889 [Chem. Zbl. 1890 I, 25]. 

2 J. Homolka, Chemické diagnostika v détském véku, SZDN Prag 1956. 

3 8. Pearson, 8S. Stern u. T. McGavack, Analytic Chem. 25, 813 [1953]. 

4 J. Hofej§i u. K. Slavik, Zakl. Chem. vysetfovani v lékafstvi, SZDN 
Prag 1933. 

5 J.Schmidt-Thomé u. H. Augustin, diese Z. 275, 190 [1942]; J. GleiB 
u. K. Hinsberg, ebenda 284, 156 [1949]; s. auch E. Merck, Mediz. Chem. Unter- 
suchungsmethoden, 9. Aufl., Verlag Chemie, Weinheim/BergstraBe. 





Erge 

















hoslowakei, 


Lieber. 
rium Ein. 
Bilirubin 
n bildet?, 


irchard! 


r Mengen 


estimmt 
rten Be. 
ung von 
von iiber 


> Werte, 
Ing nach 
son das 


fethoden 
% Bili- 
Ergebnis 
ie Titra- 


‘chard, 

1956. 
[1953]. 

, SZDN 


. GleiB 
. Unter- 





Bestimmung des Serumcholesterins 





pad. 318 (1960) 









































| 300 | 
= 
8 200} 
D 7 q 
. ‘Zee 
8 
100 1 5 


J 4 
mg %bilirubin —— 


Eygebnisse der nach Pearson (@) bzw. nach Liebermann-Burchard (0) 
prallel durchgefiihrten Bestimmungen bei Seren mit verschiedenem Bilirubingehalt. 


Zusammenfassung 


Die kolorimetrische Cholesterinbestimmung!»? im ikterischen Serum liefert 
po mg%, Bilirubin um 10—12 mg% zu hohe Werte. 


Summary 


The colorimetric estimation of cholesterol in icteric serum gives values per 
mg.° bilirubin, which are 10—12 mg.% too high. 


Dr. med. J. Kellen, Levota (T'schechoslowakei), OUNZ, Centrdlne laboratorium. 
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Uber den Ort des spezifischen Austausches 
von Aminosduren in der £-Kette 
bei pathologischen menschlichen Himoglobinen 


Von 
Gerhard Braunitzer, Norbert Hilschmann und Renate Miiller 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. April 1960) 


In mehreren Mitteilungen berichteten wir iiber die Spaltung des aus kristal. 
lisiertem Humanhamoglobin A dargestellten Globins durch Trypsin}, iiber die 
qualitative Charakterisierung der Spaltprodukte? und ein einfaches Verfahren zur 
Auftrennung tryptischer Peptide in Saéulen iiber Dowex 1X2. Nachdem die Tren. 
nung des Hamoglobins in seine beiden Peptidketten gelungen ist, konnte eine Zu. 
ordnung der Spaltprodukte zu den beiden Peptidketten («- und f-Kette) des 
menschlichen Hamoglobins erfolgen*:®. Von 24 der annaihernd 30 Spaltprodukte 
wurden quantitative Aminosiureanalysen nach Spackman, Stein und Moore! 
durchgefiihrt. Insgesamt wurden 210 Aminosaurereste der Globinpartikel erfaft', 

Es‘entsteht die Frage nach der relativen Lage der tryptischen Spaltprodukte 
in den beiden Peptidketten des Humanhaimoglobins A. Wir berichteten bereits 
iiber die N-terminale Lage der beiden tryptischen Peptide der B-Kette HT;, und 
HT,,*’. Wir kénnen die Befunde erweitern und iiber die Isolierung des peptischen 
Peptides R 12 berichten. 

60 uMol Globin wurden mit Harnstoff denaturiert!, bei 4° gegen n/16 HC! 
24 Stdn. dialysiert und im py-Stat bei px 2,0 und 37° mit Pepsin gespalten. Das 


Verhaltnis Enzym/Substrat betrug 1:500. Um eine méglichst spezifische Spaltung} ! 


zu erziclen, wurde die Einwirkung des Ferments durch Zugabe von NaOH nach 
30 Min. abgebrochen. Das Hydrolysat wurde anschlieBend nach dem Dowex-1X?2. 
Verfahren® chromatographiert. 

Das isolierte peptische Peptid R,,. wird unter Standardbedingungen bei py4, 


aus der Saule erhalten, es wandert in der Hochspannungselektrophorese mit einen §§ 


Riys-Wert** von 0,08 (Pyridin-Acetat-Puffer, px 6,4). Der Rieu-Wert betragt 


1 B. Liebold u. G. Braunitzer, diese Z. 315, 271 [1959]. 

2 B. Liebold, K. Hilse, K.Simon u. G. Braunitzer, diese Z. 315, 278 
[1959]. 

3 G. Braunitzer, B. Liebold, K. Hilse u. V. Rudloff, Angew. Chem. 71, 
376 [1959]; V. Rudloff u. G. Braunitzer, diese Z., im Druck. 

4 K. Hilse u. G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 14b, 603 [1959]. 

5 K. Hilse u. G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 14b, 604 [1959]. 

6° D. H.Spackmann, W. H. Stein u. 8S. Moore, Analytic. Chem. 80, 11% 
[1958]. 

? N. Hilschmann u. G. Braunitzer, diese Z. 317, 285 [1959]. 

* Wir verwenden folgende Abkiirzungen zur Charakterisierung der Globin. 
peptide: H = Human, T = tryptisches Peptid, 6 = das Peptid stammt aus der 
B-Kette, die Nummer, z.B. £12, entspricht der Reihenfolge der Isolierung de: 
Peptides nach der Analyse iiber Dowex 1X2. Sie ist identisch mit der Nummer, 
die 1. c.5 verwendet wurde. 

** Die Charakterisierung der Peptide erfolgt relativ unter Bezugnahme de 
Wanderungsgeschwindigkeit Rieu = 1 fiir Leucin in der Verteilungschromatogra 
hie und Rrys = 1 fiir Lysin in der Hochspannungselektrophorese. 
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(46. Die Analyse der Peptide nach Spackman, Stein und Moore? lieferte fol- 
gendes Ergebnis: 

R,.: Lys,, Arg,, Asp., Glu,, Gly,, Ala,, Val;, Leu, Try, 
\it Trypsin lieferte das Peptid folgende Bruchstiicke: 

Rigg: Leu, 

Riop: Agi, Aspe, Glu,, Gly, Ala,, Val, Leu, 

Ryo,: Try,, Gly,, Lys; 


Das Spaltprodukt Leucin (Rj, ,) stammt, wie aus der enzymatischen Spezi- 
fit des Trypsins zu erwarten, vom C-terminalen Ende des peptischen Peptides 
und stellt die N-terminale Gruppe eines weiteren tryptischen Peptides dar. Das 
spaltprodukt Ryo), ist, wie bei tryptischer Spaltung eines peptischen Peptides mit 
? basischen Aminosaéuren erwartet werden muB, ein vollstaindiges tryptisches 
Peptid. Es ist hinsichtlich seines Rieu- und Rrys-Wertes und der Bruttoformel 
is krista]. nit dem tryptischen Peptid HT 54; identisch. Das Spaltprodukt R,,, Try-Gly-Lys 
liber dieff haben wir bereits beschrieben’. Es ist das peptische C-terminale Spaltprodukt 
ahren zur ff des tryptischen Peptides HT,,. Die Peptide R,,,und HT,,, stammen daher aus 
die Tren-§f jemselben Bereich der Peptidkette. In der B-Kette des Humanhamoglobins wer- 
> eine Zu-B jen nur zwei tryptophanhaltige tryptische Peptide (HT,, und HT.) erhalten. 
ette) desi as tryptophanhaltige tryptische Peptid HT, enthalt jedoch als basische Kom- 
produkte pnente Arginin und liefert mit Pepsin andere Spaltprodukte. Aus den hier ge- 
| Moore'} childerten Versuchen, wie friiher veréffentlichten Befunden, geht eindeutig her- 
| erfaBt'.f ror, daB in der B-Kette die tryptischen Peptide in nachstehender Reihenfolge 
ge vorliegen : 

n_ bereits 
IT 5, und HT ,,—HT,,—HT g,, .... HT g,* 
eptischen Wir haben das Peptid HT,; mit Pepsin gespalten: Nach Umsetzung mit 
|-Fluor-2.4-dinitro-benzol wurden die Dinitrophenyl-Peptide einer totalen und 
n/16 HCl} partiellen Hydrolyse unterworfen. Durch Einwirkung von Subtilisin und Carboxy- 
ten. Dasf peptidase, wie unspezifische partielle Hydrolyse mit 12n HCl und anschlieBende 
Spaltung§ Auftrennung der Spaltprodukte durch zweidimensionale Papierchromatographie 
OH nachfkonnte die Konstitution dieses Peptides ermittelt werden. Die Sequenzanalyse 
ex-1X2-Fder Peptide HT',, und HT,,, wurde jiingst verdffentlicht®. 
Aus diesen Versuchen iiber die relative Lage der tryptischen Peptide der 
ei pH429 f.-Kette und der Sequenzanalyse des Peptides HT, ergibt sich die vollstandige 
it einen § Sequenz von 31 Aminoséuren am N-terminalen Ende der f-Kette des Human- 
_ betragt { himoglobins A. 
Man unterscheidet zwischen normalen und abnormalen oder pathologischen 
- Himoglobinen. Chemische Untersuchungen zeigen, daB der Unterschied zwischen 
315, 2758 en normalen und pathologischen Globinen im Austausch eines Aminosaurerestes 
des Globinmolekiils besteht®. Es ist wahrscheinlich, daB der gefundene Austausch 
hem. 7, § den einzigen Unterschied in der Primarstruktur darstellt. 
Dieser spezifische Austausch erfolgt nur in ganz wenigen definierten Teil- 
bereichen des Globinmolekiils. In der f-Kette des menschlichen Hamoglobins 
3 konnten die Unterschiede an zwei verschiedenen Stellen der Peptidkette gefunden 
0, 11%} verden. Wir berichteten bereits iiber die Lage des tryptischen Peptids HT 4, in 
dem der spezifische Austausch einer Aminosaure bei der Sichelzellanamie erfolgt’. 
. | Durch die Zuordnung des tryptischen Peptides HT,,, ist nun der zweite Ort, in 
Globin- dem der Austausch einer Aminosaure bei weiteren pathologischen Hamoglobinen 
aus der erfolgt, erfaBt worden. Der Austausch findet in der 6., 7. und 26. Amino- 


ung dIsiure der B-Kette statt. 
jumineng oo 


8 R. L. Hill u. H.C. Schwartz, Nature [London] 184, 641 [1959]; J. A. 
hme def Hunt u. V. M. Ingram, ebenda 184, 640, 870 [1959]. 

natogra: ® V.M. Ingram, Nature [London] 180, 326 [1957]. 

* Das Peptid HT, (Tyr-His) ist das C-terminale Peptid der /-Kette®. 
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Zusammenfassung 


Durch wechselseitige fermen- 
tative Spaltung konnten die dri 
N-terminalen tryptischen Peptide 
der f-Kette des normalen mensch- 
lichen Hamoglobins A zugeordnet 
und die N-terminale Sequenz fii 
31 Aminoséuren ermittelt werden. 
In diesem Bereich findet der spe. 
zifische, genetisch determinierte 
Austa: sch einer Aminosiaure bei 


10 J. I. Harris, F. Sanger 
u. M. A. Naughton, Arch. Bio- 
chem. Biophysics 65, 427 [1956]; 
H.Tuppy inA.Neuberger,Sym- 
posium on Structure of Proteins, 
S. 66, John Wiley & Sons, New 
York 1958. 

11M. F.Perutz, M.G. Ross- 
mann,A.F.Cullis, H.Murhead 
u. G. Will, Nature [London] 18%, 
416 [1960]. 
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: Isolierte Peptide; --- 
A. Tryptische Peptide; B. Peptische Spaltprodukte derselben ; C. Tryptische Spaltprodukte peptischer Peptide; D. Peptische Peptide. 


8 


Val-His-Leu-Thr-Pro-Glu-Glu- Lys — Ser-Ala-Val-Thr-Ala-Leu— Try-Gly-Lys— Val-Asp-Val-Asp-Glu-Val-Gly-Gly-Glu- Ala-Leu-Gly- Arg —— Leu—— 
Die Konstitution am N-terminalen Ende der 6-Kette des Humanhamoglobins. 
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den bisher bekannten pathologischen Hamoglobinen statt. Der Austausch er- 
folgt bei der 6., 7. und 26. Aminosdure der 6-Kette. 


Summary 


The sequence of the three N-terminal tryptic peptides of the f-chain of 
yormal human haemoglobin and the N-terminal sequence of 31 amino acids has 
jen determined by alternating enzymic hydrolysis. It is in this region, in the 

thological haemoglobins known so far, that the specific and genetically 
determined exchange of an amino acid takes place. The exchange occurs at the 
gh, 7th and 26th amino acid of the f-chain. 


Dr. G. Braunitzer, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 15, Goethe- 
drape 31. 
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Berichtigung 


Band 317 [1959], Heft 5—6, S. 278, Anmerkung* und S. 279, 3. Zeile 
unten lies ,,l.c.1°** statt ,,l.c.1*. K. Thomas ~ 








